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I. I N T R O D U C C I O N
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La presencia de a-f latoxi nas en productos lacteos plantes una 
doble problematical
a/ Por una parte la presencia de aflatoxinas en leche y 
productos lacteos como consecuenci a de la ingestion, por 
parte del animal en periodo de 1actaci on, de alimentos 
contaminados con aflatoxinas producidas por el hongo sobre 
el1 os: en el organismo animal las aflatoxinas son
metabolizadas a otros productos. Asf, la sufre un proceso
de hi drox i 1 aci on transf ormandose en M . Si ese animal se
encuentra en periodo de 1 actacion, esta aparecera en la leche 
y consecuentemente en los productos elaborados a partir de 
el1 a. A este proceso lo denominaremos contaminacion indirecta 
de la leche. Ademas de M.^ , se pueden encontrar en leche Mg, 
GM .j y GMg , deri vadas respect! vamente de Bg , G., y Gg. En la
figura I.l se muestra la estructura qui mi ca de cada una de
estas aflatoxinas.
En el présente trabajo nos referiremos fundamental mente a la 
af 1 atoxina M., por ser cuanti tati vamente la mas
représentât i va, ya que de todas las aflatoxinas, es la B., la 
mas abundante en la naturaleza, y por tanto su
hidroxiderivado sera el mas frecuentemente identificado en la
o = <
o = <
0=(
o=<
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1eche.
b/ Asimi #mo, se pueden encontrar aflatoxinas en la leche 
V productos lacteoB por haber si do producidas en elles tras 
la contami naci on y crecimiento de hongos af1 atox i cogeni cos. 
En este caso el grado de contaminacion suele ser muy superior 
al caso anterior, y constItuye 1o que denominaremos como 
contaminacion directa de la leche.
I.l. CONTAMINACION INDIRECTA DE LA LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS 
POR AFLATOXINAS
La ■forma de contaminacion indirecta de productos 1 acteos 
practicamente s6l o ha sido estudiada para M^, ya que como se 
ha indicado es el principal metaboli to de aflatoxinas
eliminado por la leche.
— 6
I.l. a. Trans-f or mac ion de a-f 1 atoxina en M.j
La presencia de aflatoxina en leche es proporcional al
nivel de ingestion de B.^ , en un grado variable, como ha sido 
descri to por diversos autores y podemos apreciar en la tabla
I.l. En ella se. puede comprobar que la mayor parte de 1 os 
val ores descri tos en la literature oscilan entre 0.5 y 3 V. de 
la toxina ingerida, quedando como excepciôn 1 os datos de 
Ferrando et al. (109) y Applebaum et al. (12), que senalan un
nivel muy superior, con una apariciôn de en leche del
6-11.7 % de la ingerida.
En distintas experi enci as se ha comprobado que después delà 
ingestion de una dosis unica de B^, la excreciôn de en 
leche comienza a 1 as 12-24 horas y desaparece a 1 os 3-5 dias 
(171, 206, 217, 237, 346). Si bien hay autores que no dudan
en senalar que este producto se puede detectar en leche a las
5 horas de la i ngesti 6n de B^ (105).
En general puede decirse que un 85% de 1 as a-flatoxinas 
totales son excretadas en las primeras 48 horas (237).
Asi mi smo, puede a-f irmarse que de toda la afl atoxina ingerida, 
solo un 4.52% es excretada por distintas vias: 1.55% en 
orina, 2.79% en heces y 0.18% en leche (206). La mayor parte
de la aflatoxina ingerida es alterada por enzimas 
citoplasm!cas y mi crosomale# en las celui as hepâticas para 
formar productos de oxidaciôn (M^ ) o de reducei 6n
(af1atoxicol), permaneciendo una pequena fracciôn de la
Tabla I.l Grado de apariciôn de aTlatoxina en leche en relaciôn 
a la B, ingerida segûn datos de diverses autores
- ” l Autores
<1 % Van der Linde e t  a l . ,  1965
0 .3 5  % A l lc r o f t  e t  a l . ,  1968
1 % Fehr e t  a l . ,  1968
0 .8 7 -3 .9 4  % Masri e t  a l . ,  1969
< 3  % Brewington e t  a l . ,  1970
0 .35  % Lynch, 1972
1 .3 9  % Neumann-Kleinpaul y  T e rp la n , 1973
0 .2 7  % K ie rm e ie r , 1973
0 .4 3 -1 .3 8  % McKinney e t  a l . ,  1973
0 .1 7 -0 .3  % Polan e t a l . ,  1974
0 .3 5  % Moreau, 1976
0 .4  % Van Egmond e t a l . ,  1977
1 .5  % S ieb er y B lanc, 1978
< 0 .6  % Engel y Hagem eister, 1978
< 1  % Lafont e t  a l . ,  1980
1 .8 9 -2 .6 4  % P atterson e t  a l . ,  1980
0 .5  -  3 % Blanc y K a rle s k in d , 1981
0 .3  -  1 % T r i pet e t  a l . ,  1981
6 -1 1 .7  % Applebaum e t a l . ,  1982
Tabla I.l (Continuaciôn)
Bi Autores
1 -  3 % Heeschen e t  a l . ,  1983
< 1 .5  i Paul y Thurm
1 -  3 % R a n ff t ,  1983
1 -  4 % Van Egmond, 1983
1 .7 -2 .5  % Viroben e t  a l . ,  1983
1 % Cohen e t  a l . ,  1984
6 -1 1 .7  % Ferrando e t  a l . ,  1984
1 .0 8  % Fremy y  Q u il la r d e t ,  1985
0 .9 -1 .6  % P ric e  e t  a l . ,  1985
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aflatoxina administrada sin alterar (346).
Otro factor a tener en cuenta es el grado de destrucciôn de 
la toxina durante el proceso de la digestiôn, que Engel y 
Hagemei ser (105) sitûan alrededor del 95% para los rumiantes 
en experiencias realizadas in vitro con contenido de rumen, 
absorbiéndose solamente de un 2-5% de la toxina ingerida.
No obstante, debe tenerse en cuenta que todos estos 
resultados han sido recogidos en condiciones expérimentales, 
y que en la prâctica raramente suele ingerirse la aflatoxina 
B<| en una dosis ûnica, si no que dicha i ngesti 6n es mas normal 
que se repi ta por el consumo de un alimento contaminado.
*i~” v
autores han especul ado con el grado de apariciôn de M., en 
leche:
Asi, Heeschen et al. (141) descri ben que si un alimento 
contiene 20 pg/Kg de « con una raciôn di ari a de 10 Kg,
corresponde una ingesta de 200.000 ng de B^; suponiendo un 
porcentaje de transformaciôn del 3%, daria lugar a un
residuo de en la leche de hasta 300 ng/Kg, considerando
una producciôn di ari a de leche de 20 Kg.
Por otra parte, para Sieber y Blanc (339) suponiendo que un 
alimento contenga 10 pg/Kg de B.^ , con una ingesta diaria de 
5Kg y una producci ôn de 10 Kg de leche, metabolizândose un 
1-3% de la B^ sumi ni strada, tendriamos una cantidad de en 
leche de 0.05-0.15 ug/Kg.
Para Van Egmond et al. (379), suponiendo una i ngesti ôn diaria 
de B Kg de alimento concentrado contaminado con 20 pg/Kg de B^
— 1 0 “
y una producci6n de 25 Kg de leche, la concentraciôn de en 
esta séria del orden de 0.02-0.2 pg/Kg.
Como se puede deducir son varios los parômetros que van a 
In-fluir en la cantidad de présente en la leche y asi
podemos citar:
1) Factores dependientes d elà alimentaciôn:
- Raciôn del alimento contaminado que es consumida 
di ari amente.
- Caracteri sti cas del alimento ingerido en cuanto a 
calidad y preparaciôn (140).
- El grado de conversion por el organisme de 
la vaca parece ser ligeramente m^s active cuando la i ngesti ôn 
es continuada durante varios meses (164).
2) Factores dependi entes del animal:
- Nivel de producci ôn lactea.
- Memento de la lactaciôn en que se encuentra el 
animal. Lafont et al. (192) detectan un grado de
transf ormaci ôn B.^ —M.f del 0.78% en el comienzo de la lactaciôn 
y de sôlo un 0.22% al final de la misma.
- Especie, raza e individuo: Asi, en la oveja la
excreci6n de M.f por orina y heces es mas precoz y en mener 
cantidad que en la vaca, excretando por contra mucha mâs B., 
que no ha sido metabolizada. Se ha sugerido tambien que vacas
muy productoras secret an una mayor cantidad de M.^ en su leche
debido a su mas active métabolisme (278). También existe un
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componente individual por cuanto varia de un animal a otro 
dependiendo de su comportamiento metabcSlico (261, Kiermeier 
citado en 217).
- Refiriéndonos a un mi smo animal, puede variar de 
un di a a otro y de una lactaciôn a otra (261).
3) Factores ambientales%
- Momento del dia: Se encuentra mas M., en la leche 
recogi da en la tarde que en la de la manana, presumiblemente 
por el mâs bajo metabolismo que se produce durante el périodo 
de descanso nocturno (354).
- Higiene de los animales y estaciôn del ano (140).
- Dosis minima de aflatoxina consumida. Se debe
al canzar un val or mi ni mo de B., para dar lugar a la apariciôn
de M.J en leche.
- Grado de contaminacion: Para Sieber y Blanc
(339), dependi endo de la dosis ingerida, se puede prolongar 
el tiempo de ex creci ôn hasta incluso 9 dias a partir del 
momento de la ingesta.
Fi nal mente, indicar que es el principal metabol i to de B., , 
pero no el uni co; el resto son de poca si gni f i caci ôn en vista 
de su baja toxicidad y su presenc i a 1i mi tada en leche.
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I.l.b. Presenc i * de #fl atoxina M., en leche y productos 
lâcteos
En la tabla 1.2 se puede apreciar una relacion de distintos 
estudios Ilevados a cabo hasta el momento sobre la presenci a 
de aflatoxina en leche y productos lâcteos, ordenados
cronologicamente y especi fi cando el pais en que se realizô el 
estudio, 1 as muestras analizadas y el porcentaje de positivas 
en cada caso, asi como el nivel mâximo y minimo de
aflatoxinas detectado en cada una de las experiencias
realizadas.
A la luz de estas investigaciones se pueden hacer una serie 
de consideraciones:
♦ En primer lugar, existe una cl ara diferenci a
estaci onal en cuanto a la apariciôn de rt| en productos
lâcteos. Son varios los autores que analizaron las muestras 
agrupândolas segûn la época del ano en que se obtuvieron,
encontrando un mayor grado de contaminaci on en las leches
muestreadas durante el invierno que en 1 as obteni das en
verano (34, 117, 118, 120, 140, 161, 171, 184, 261, 268, 273, 
339, 410).
Kiermeier (171) encontre 12 muestras positivas de 36 en el
périodo Febrero-Abri1, 9 de 12 en Mayo, 7 de 7 en Febrero -
Marzo y ninguna de 6 en Junio, que es la época que coincide
Tabla 1.2 .- Preseneia de aflatoxina en leche y productos
lieteoa en estudios efectuadoa en distintos paisee.
M U I S T R A S
R Iva I  de AflALOAlna* 
>e /L  6 « ' * 9
ProUucto U c t to blA lIZAdA l PoSltlVAA X N ilIS O
6r» t m iK a L tc t i t 19 0 0 - - A l lc r o f t  jr CdPiiAÇhAh. 1963
S t id i f r lc t L tc h t 21 s 24 0.02 0 .2 fwcdAAA y  VoPStAP, 1968
US* I tc tw  «n poWo 20 0 0 1 Eroalngton o t  A l . ,  1970
OURAO ISO 0 0 • - jACdVtt A t A l . ,  1971
(« t  ts p lo tA C ita l M 12 33.3 0.04 0.25
RF* L i e *  (d t  C a n tr i l ) 12 9 75 0.04 0.08 RIapoaIap y  NucAa, 1972
(c s a t r c lA l) 7 7 100 0.05 0.13
Turqui» U r l o i 334 0 0 0.1 - OtBiPAP, 1973
RF* Lk M  c rud* 61 28 45 9 0.04 0.25 KiAPOAiAP. 1973
RFA KAPiOt 116 8 6.89 0.67 2 NAiAAAhn-RleinpAul y  TArp lAh,
1973
F o lo n l. LA rte  LACh* Afl ROUO
21
13
0
0
0
0
0.025
0.5
- Lca icU A A , 1974
RFA L tc iw  crudA 165 29 17.5 0.04 - KlAldAiAP At A l . ,  1975
R orue j* lAChA All P0l»0 15 0 0 • - rndCttAA y  UndAPdAl, 1975
InUiA LACHA 81 5 6.17 - 13.3 PamI A t A i . ,  1976
I r in LAChA 95 38 40 0.05 0.5 SuZAhgAP At A l . ,  1976
ODR LAChA 24 16.6 1.7 6 .5 F p itx  A t A l . ,  1977
LAChA hAtlITAl 1150 72 6.26 0.05 .
EspaAi LAChA A ttAT iH zAdA 
LAChA Ail po l »0
407 0 0 0.05 -
JodPAl, 1977
Holand» 68 42 62 0.01 0.5 *Ah P*A At A l . ,  1977
RFA OUAAO 197 136 69 0.02 0.123 KiAPOAiAP t t  A i . ,  1977
RFA LAChA 419 79 19 0.02 0.54 KiAPOAiAP At A l . ,  1977
PotoniA LAChA 44 0 0 0.05 - L to lA tZ A t, 1977
LAChA 260 117 45 0.05 0 .5
LAChA Ah poWo 41 29 73 0.2 2
Toçor 54 44 82 0.2 -
RFA OUAAD Fi-AACO 80 27 34 0.23 - PolïhotAP , 1977
CamiAdAit 65 33 SI 0.31 -
OuASO CuTAdO 77 57 75 0.43 1.3
OuCiO PAPA f lin d ip 134 53 40 0.26 -
USA 320 25 8 0.05 0 .5 RodPicks y S to lo f f .  1977
Tabla 1.2 (Continuaciôn)
M U C S T R A S
N iecI de e fle tem ihe t 
n / l  6 n / * 9
P«1s R p o æ to  l ie t M A h t lU e A it R e s ltle e i % M ln iæ NteldO Antopei
ffAhC lA Ouno 100 1 1 2.5 - CoPtlOh jr trmf, 1*78
RFA
L tO t*
(AittO
A l*
1*7
79
136
18.9
69
0.02
0.02
0.54
0.23 u e lM  e t  e l . .  1978
OitCM iM AC'UI* (Awte - - 70 0.09 Oohchcv» jr Oonchcv, 1978
Spr"  Rp*t*R# Leche 271 41 15 0.03 0.52 Slency. 1978
a w co (Io **4 u 1 * O un» SA 12 24 0.004 0.01 Sertd» y  N e ty ts . 1979
A u ttP lM * Leche(K itta 33 0 0 0.1 - Ouile y  y  M oullhen. 1979
J«06n
Leche
Oueeo
1*0
S3
0
13
0
15.6 0.2 1.3 S e lto  e t  e l . .  1979
S u it l Leche 3 t 2 S 0.012 0.05 K n u tt i e t  e l . .  1979
PujO(U«1< Leche 105 5 4.76 - 2.5 S utle  e t e l . .  1979
S u i l t Leche *1 91 100 0.001 0.05 Z im e e rll y  S Ic ic p , 1979
F r t f ic l i Lectotuepo K 36 41.86 - •5 Fpemy y  6#yeepd. 1980
I t d i a Leche 50 1 2 0.4 - Neffee e t  e l . .  1980
V .P 10 . 334 13 3.89 . 0.2 0.4 NehPoin e t  e l . .  1980
A u ttP i* Leche eh p o l*o
210
837
8
468
3.8
56
0.2
0.03 0.69 PFIegeP y  8p»nd1, 1980
USA Leche 302 157 52 0.1 4 S te le f f ,  1980
J tp in Oucso 7 9 ? 0.4 1.1 S e lto  e t e l . .  1980
Chrcet>a<*a«l* Vepio i 141 35 24.8 - - io p to i y N a tye t, 1980
Leche 380 168 0.05 1.15
leche eh peWo 222 129 58 0.05 5.2
Oucto 343 102 29.7 - 2.15
F p ,h c ,. hen tequ iU e
Lectouicpo
26
22
2
6
8
27
0.15
0.55
81ehc y  KppleeAlhd. 1*81
Leche conccntpede 12 5 40 - 2.25
h e t i Net» 5 1 20 - 0.25
4 2 50 • O .S
Leche 6 3 50 0.825 50 D e ll»  Rate y  Ho p m i . 1981
31 5 16.1 0.03 0.07
Leche en polve 21 4 19 0.03 0.25 C e itc lK  y  R ld e p te h l. 1581
OUCM 6 5 83 0.05 0.4
DOR Leche 60 4 7 0.1 6.5 F r t t ï  y  I h g t t .  1981
frâ n c iè Leche 102 32 31.3 0.5 5 Fpeny e t  e l . .  1981
VA Lecne 381 7 7 0.002 0.067 Neeicheh e t e l . .  1*81
Ittlit Leche 160 0 0 - - ha ffe e  y L e e lt .  1981
Tabla 1.2 (Continuaciôn)
p»11 RrMucto licteo
NUI S T R A S
Ni vol de <f1*to<in*t 
M/l 6 M/Kd
AdtorotAneUzodet Roilti»», MlniM Ni,le*
Ijlpto V»r1o, 1* 9 64.28 2.04 7.22 Nertheljr et el.. 1981
Indle loch* 71 3 4.22 0.71 3.37 Retel et el., 1981
USA 992 1 0.1 0.3 - Stoloff et el.. 1981
183 16 8.6 0.05 2
Swi:« — 79-80 230 40 17.8 0.05 3 Tripet et el., 1981
Oueto 91 33 37 0.5 -
CMCoiloveoui* Ltch* 77 5 6.49 1/44# 0.38 8erto> y  Netyei. 1*81
Poloni. iKhc 22 11 50 0.01 0.25 6*.Te'i et el.. 1982
ltch* 52 48 92.31 23
Irin l*ch* p«ttcriz,d. 9 9 100 - 20.1
Kerle et el.. 1982
Irin lAicio 8 7 97.5 • - Rereeneh et el.. 1982
Checoiloxquii loche 67 9 13.43 0.05 0.1 Vetele et el., 1982
1979 86 61 70.9 0.01 0.5
1980 102 S3 51.96 0.01 0.5
Frincii
1981 218 124 56.8 0.01 0.5 Fr*^ et el.. 1982
1982 159 15 9.43 0.01 0.1
Cw.A, leche 9S 7 7.3 0.02 0.04 8urd,spe1 et ,1.. 1983
loche 142 0 0 0.04
loche on poleo 70 2 2.85 0.5 -
Reul y  Thune, 1983
RFA loche on poleo 95 47 49.4 0.1 2.55 Renfft, 1983
l u ' i â OerlOl 267 180 67.41 0.02 0.1 Olherzen, et ,1.. 1983
Reion,, loche 250 0 0 - - tienriecH, 1983
Cnecosloriou,, Oueto 29 6 20.68 0.005 0.066 Bretin, et ,1., 1983
1978 816 554 68 0.1 2
1979 912 116 13 0.1 2
USA lech, 624 144 23 0.1 2 Coppedge. 1983
1981 847 107 13 0.1 2
1982 786 235 30 0.1 2
1983 168 99 59 0.1 ' 2
II,11, 50 4 8 0.05 0.1 Flfioll et ,1., 1983
84 , 1,19 0.05 0.1
loche 13 13 100 0.005 0.036 Nol1er j Anderîton, 1983
1981 105 84 80 0.015 0.09
Ho1,nO, '•FFhe , j g j 462 83 17.9 0.2 -
SchudeoooB, 1983
Y u g o & l,» i, loche 34 0 0 - - Sirinjer e t  , 1 . ,  1983
L e c v  D01*0 277 5 2 0.03
Gr,r S r e l tA , le ch e 409 24 6 0,01 G i lb e r t  e t  , 1 . ,  1084
Tabla 1.2 (Continuaciôn)
<>»u Rrooucto U c t to
M U E S T R A S
Nieel 0*  e fU to itn e *
M /L  6 >19/19
AutoresAn*1,2«ses P oS ltlV A l
*
M in,«o NÀxao
1980 126 66 44.4 . 0.11 0.3
1981 128 111 86.7 0.025 1.06
J.p6n Ou«o 1982 32 13 40.6 0.012 0.252 Mised* e t * 1 . ,  1984
1983 132 120 90.9 0.01 0.5
U a iia Lecne 160 0 0 - - Rma* e t i l . ,  1984
19’ 9 268 201 75 0.1
6r#n 1983 227 13 6 0.1 -
Wetson. 1984
Japôn 79 17 21.5 - - N U n ljl« e ,1 9 8 4
I t a l i * 70 40 57.14 0.1 1.14 O u in t iv e lU  y C e to l i r i ,  1985
( c w e r t n l ) 100 , 1
Lecne (,r.ny.) 60 7 7 0.1 1.68 SAblno e t e l . ,  1985
106 76 71.6 0.04 0.48 V U co o t, e t  e l . ,  1985
G re c ii 9A 0 0 - - Z e r fS r ld i i ,  1985
82 37 45 S 0.003 0.05
Oueso 83 70 85.5 0.003 0.25 Rive e t el . ,  1985
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con el pastoreo de los animales.
Jodral (161) detecto en la region andaluza 15.2% muestras 
positivas en invierno, 8.5% en primavera y ninguna en verano 
y otoMo.
Kiermeier et al. (184) describieron que la contaminacion
desciende desde principios de Mayo a finales de Juni o de un
70 a un 40%, coinci diendo con la época de pastoreo.
Polzhofer (273) describiô en leche de invierno (Noviembre a
Mayo) un 70% de muestas .positivas, y en leche de verano
(Juni o a Octubre) solo un 20%
Fremy et al. (118) detectaron un 45% de muestras positivas en 
leche de invierno, y 24% en leche de verano.
Esta circunstancia es expli cada por la mayoria de los autores
basandose en que la aflatoxina ingerida por los animales
va vehiculada fundamental mente en los alimentos compuestos, y 
concretamente por la incorporaciôn a éstos de harinas de 
cacahuète y algodôn; también puede ser que este tipo de 
alimentes pueda enmohecerse durante su almacenamiento en la
propi a granja. Al consti tui r estos productos la dieta bâsica 
en el invierno y no suministrarse o hacerlo en pequena 
cantidad durante la primavera y verano por coi nci di r con la 
época de pastoreo, parece lôgico pensar que sea en esta época 
(verano) cuando se produzcan los mînimos niveles de M^ en
leche.
Por contra, existen anos en que es en los meses de Agosto o 
Septiembre cuando se détecta una mayor presenci a de en la 
leche. Este fenômeno suele produci rse en aquel 1 os anos
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excesi vamente secos, en que se agota pronto el pasto, 
teniendo que recurrirse a la alimentaciôn del ganado con 
piensos compuestos, que como se ha dicho constituyen el 
substrate adecuado para la incorporaciôn de micotoxinas en 1 a 
alimentaciôn del ganado.
♦ Otro factor a consi derar es el limite de detecci ôn de 
las técni cas analîticas empleadas. LÔgicamente, la
disminuciôn del limite de detecci ôn a que el empleo de nuevas 
técnicas ha conllevado permite la obtenciôn de un mayor 
numéro de muestras positivas, sin que el1o signifi que que 
actual mente la leche esté mas contaminada (296). Buena prueba 
de esto son las experi enci as de Mol 1er y Andersson (236) en 
Sueci a , quienes uti1izando una técni ca con un limite de 
detecci ôn de 0.05 ppb (parte por billôn ameri cano) solamente 
detectan una muestra positiva de 84 analizadas, mi entras que 
con un limite de 0.005 ppb detectan 13 de 13. También Pfleger 
y Brandi (268) en Austria detectaron sôlo 8 muestras
positivas de 210 con un limite de 0.2 ppb, mi entras que con 
un limite de 0.03 ppb llegan a detectar 468 de 837.
* Por otra parte, se debe tener en cuenta el tipo de 
producto lâcteo analizado. En productos lâcteos desecados,
como la leche o suero en polvo, se detectarén mas muestras
positivas por el efecto de concentraciôn de la toxina que se
produce (34) ; de esta forma, se pueden detectar
- 19 -
contami naci ones qu* *n *1 producto 1i quido pasarian 
desapercibidae (120).
Dentro de los quesos, en principio se detectara mayor nivel 
de aflatoxinas en quesos duros por su mayor contenido en masa 
seca (184).
Todos estos razonamientos teoricos en muchas ocasiones no se 
ven acompanados por los resultados obtenidos. Asi, por 
ejemplo, Bartos y Matyas (20) describieron mayor nivel de 
contaminacion en quesos blandos que en duros.
*  Asimi smo, debemos considerar las medidas precautori as 
e higienicas que van apareciendo en los distintos paises y 
que hacen di sminuir el numéro de muestras positivas, y sobre 
todo, el nivel mâximo de contami naci on, asi como un mayor
grado de sensibi 1 izaciôn de los ganaderos a la hora de
alimentar a sus animales con productos higiénica y
sanitariamente correctos.
Asi, en Suiza se estableciô en 1981 la prohibiciôn de
alimentar el ganado lechero con tortas de cacahuète, lo que 
hi 2 0  di sminuir si gni f i cat i vamnte la apariciôn de en leche 
(367).
En Francia, debido a los altos porcentajes de contaminaciôn 
que estaban siendo detectados, se estableciô un riguroso 
control de los productos lâcteos, lo que se tradujo en una 
considerable disminuciôn de (117).
En 1962, Van Egmond en Holanda (377) detectô un nivel mâximo 
de Mij en leche de 0.09 ppb, mi entras que en 1972 se habîa
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detectado un 16% de 1 as muestras con un contenido en 
superior a 0.1 ppb.
* Se deben consi derar las di ferenci as cli mâti cas entre 
los distintos paises, e incluso entre distintas régi ones 
dentro de un pais. Jodral (161) hace responsable de la baja 
contaminacion por en leches espanol as a 1 as temperatures
extremes que existen durante el verano y el otoho, y a la 
humedad relativa muy baja, que di fi cultari a el enmohecimiento 
del alimento desti nado al ganado lechero.
♦ A la hora de interpreter los resultados sobre el nivel 
de contaminacion de la leche y productos lâcteos de un pais 
debe tenerse en cuenta el proceso de mezcla de leche de 
distintos origenes que sufre este producto a nivel 
industrial, que hace que se detecte un mayor numéro de 
muestras positivas pero con un menor nivel de contami naciôn 
(125, 161).
1.1.c. Contaminacion indirecte del queso por aflatoxinas
I.l.c.l. Influencia del procesado del queso sobre la 
aflatoxina présente en la leche de parti da
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Los primeros estudios en este senti do vinieron acompanados de 
un alto grado de confusion, por cuanto 1 os datos publicados 
por distintos autores mostraban una évidente contradicciôn. 
Asi, Allcroft y Carnaghan (7) encontraron uni camente en la
fracciôn caseinica de queso precipitado con renina a partir 
de leche natural mente contaminada; McKinney et al. (228) 
describieron una distribuciôn suero/cuajada de 20/80, aunque 
debe tenerse en cuenta que estos autores no detectaron mâs 
que el 50% de la M,, aRadi da, mi entras que Purchase et al.
(263) en queso obteni do por precipitaciôn con âcido lâctico a 
partir de leche natural mente contaminada, recuperaron toda la 
M.| en la fracciôn de suero, y nada en cuajada, con una 
pérdida en M^  durante el proceso del 58%, debido segûn los 
autores a que la leche habia sido sometida a un proceso de 
pasteurizaciôn. Si guiendo una metodologî a similar a la de 
estos ûltimoB autores, pero con leche artifici al mente 
contaminada. Grant y Cari son (132) encontraron la aflatoxina 
M.J distri buidâ uni f ormemente en el suero y la cuajada: 40/50.
A partir de estas primeras experiencias, se intentô controlar 
mâs 1 as condiciones de las mismas, obteniendose distintos 
resultados segun el tipo de queso, el tipo de leche y la 
forma de contami naci ôn.
Stubblefield y Shannon (355) prepararon queso a partir de 
leche natural mente contaminada. La totalidad de la aflatoxina 
recuperada (fracciôn liquida + fracciôn sôlida) variaba
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del 88 *1 111%; En quesos precipitados con renina (Colby,
Cheddar y Swiss) encontraron aproximadamente la misma
cantidad total de M-, en suero y cuajada. En Cottage 
preci pi tado por bacterias acido 1acti cas la distribuciôn
suero/cuajada résulté ser de 71/40. En queso Blanco, al que 
se incorporan âcidos (lâctico y/o acético), la distribuciôn 
fué homogénea en suero y cuajada. En queso Ricotta la 
cantidad de recuper ada en el suero fue muy superior a la
de la cuajada: 74/30; la cuajada de este queso es pequena y
granular, lo que puede expli car su bajo conteni do en ; si n 
embargo tiene un alto contenido en humedad, que en teoria 
debia produci r el efecto contrario.
Tambie'n en queso Ricotta, Wilson y Hayes (citado en 11) 
describieron una distribuciôn 70/30.
Stoloff et al. (350) a partir de leche artifici al mente
contaminada elaboraron Cottage, con una pérdida en del 20% 
durante el proceso de elaboraci ôn, recuperando el 86% de la 
misma en el suero.
H:i ermei er y Buchner (178) procedi eron a la el aboraci ôn de 
quesos Tilsit, Camembert y Fresco, recuperando en un
94-99%, con distribuciôn suero/cuajada en cada queso:
46.2/47.5, 41.7/57.2 y 38.5/59.4 respectivamente.
Estos mismos autores (177) investigaron distintas condiciones 
y factores que pudieran influir sobre la distribuciôn de la
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aflatoxina en suero y cuajada, deduciendo que no existe
relaciôn entre el reparto de M., y la cantidad de cuajo o 
tiempo de cuajado. En camPio, si encontraron influencia en 
cuanto a la temperature de cuajado, disminuyendo la cantidad 
de M.| présente en la cuajada al incrementar la misma. Este 
factor Bin embargo no tiene mucha importancia practice, por 
cuanto que la temperature de cuajado para la mayorîa de 1 os 
quesos es 2B-35*C. Tampoco observaron diferenci as apreci ables 
si el queso era obteni do medi ante la utilizaciôn de cuajo o 
por precipitaciôn éci da.
Van Egmond et al. (379) no encontraron pérdidas en el proceso 
de elaboraci ôn de queso Gouda, con un grado de distribuciôn 
53/47 en suero/cuajada.
Fremy y Roi 1 and (122) en queso Camembert elaborado a partir 
de leche arti fi ci al mente contaminada con M., disuelta en 
etanol , no describieron pérdidas apreci abl es (un 107. 
aproximadamente). Investi garon la influencia del grado de 
contami naci ôn sobre el reparto de en suero/cua jada,
distribuyéndose la toxina en mayor medi da en la cuajada 
cuanto menor era el grado de contaminacion. LLegaron a 
detectar un 6% de M., en la sal muera, que podria expli car las 
pérdidas que se producen en dicha toxina.
McKinney y Cavanagh (227) ipvestigaron la influencia que 
sobre estos estudios podria tener el metodo de extracci ôn de 
aflatoxinas empleadot encontraron una distribuciôn
- 24 -
suero/cuajadm de 25/75 al utilizar un determinado metodo 
analftico, y de 60.4/39.6 al emplear otro, lo que indica lo 
importante que es la elecci6n de un metodo fiable y el 
referirse a 1 as pérdidas sufri das en aflatoxinas durante el 
proceso de elaboraci6n del queso.
I.l.c.2. Union M.,-casefna
Como hemos podido apreciar, la mayor parte de los autores 
descri ben una distribuciôn de aproxi madamente igual en
suero/cuajada en cuanto a cantidades totales, lo cual supone 
que por uni dad de peso o volumen se produce un 
enriquecimiento évidente de la cuajada con respecto a la 
leche de partida, al que ademâs habrâ que sumar la
concentraci ôn producida por la pérdida de agua que sufre el 
queso en su proceso de maduraci ôn.
Dos son 1 as circunstancias que se cree influyen en esta 
distribuciôn de la aflatoxina durante la elaboraci ôn del 
queso: por una parte la insolubi1idad de las aflatoxinas en
la grasa de la leche y por otra su posible uniôn a alguna 
sustancia de la cuajada (346).
Va McKinney et al. (227) dedujeron que deb£a exi stir al gun 
tipo de afinidad entre M^  y caseina. Allcroft y Carnaghan (7) 
supusieron que mâs que una verdadera uniôn, se tratari a de 
una adsorciôn de M^ a la caseina. Stubblefield y Shannon
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(355) BOBtienen que la union, si es que existe, es minima.
Desde entonces se han realizado diversas experiencias 
intentando probar la existencia de esta union. Asi, Kiermeier 
y Buchner (178) precipitaron la caseina y otras proteinas de 
la leche con âcido lâctico y âcido suifosai ici 1ico,
comprobando la exi stenci a de la uniôn M.,-caseina, aunque no 
1legaron a expli car su naturaleza.
Brackett y Marth (42) col ocaron leche ultrafi1trada
conteniendo M-, en diâlisis de equi 1 ibrio con leche 
ultrafiItrada + caseina; tras 24h a 7®C, la porciôn de leche 
con caseina conteni a 2.5-2.9 veces mas . También trataron 
leche natural mente contaminada con un enzima proteolîtico,
obteniendo un 30.7% mas de aflatoxina en la leche tratada que
en la no tratada. Concluyeron que la uniôn M^—caseina es
évidente, pero si n embargo existe un limite de la cantidad de 
dicha toxina que se puede unir, y esto expli cari a por que el 
porcentaje de toxina recuperada a partir de la cuajada 
disminuye proporcional mente con el i ncremento de la 
concentraciôn de 1 a misma.
Segûn estos mismos autores (41) puede deducirse que la 
aflatoxina M., no esta uni da coval entemente a la caseina, toda 
vec que puede ser extraida; por tanto, esta uniôn podria
producirse por interacciones entre zonas hidrofôbicas de la
molécul a de y régi ones hi drof obi cas de la mol écul a de
caseina. Las reacciones de proteoli si s podrian provocar la
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destrucciôn de estas zonas hi drofobi cas de la molécula de 
caseina, y de esta manera ser mâs facilmente extraible la
Blanc et al. (32) en leche contaminada artifi ci al mente,
estudi aron la union M.; -caseina por tratamiento de la leche 
con presiôn (similar al proceso de elaboraciôn del queso), 
centrifugaciôn y tratamiento âcido. Por otra parte, por 
proteolisi s no encontraron diferencia entre la detectada 
en muestras de leche tratadas y no tratadas con pepsina y 
pancreatina. Por fraccionamiento de las proteinas
1actoséricas sobre Sephadex no detectaron en las porci ones 
de Inmunoglobuli nas, Lactoglobulinas, Lactoalbûminas; sôlo se 
detectô en la fracciôn de nitrôgeno no proteico. De todas 
estas experiencias 1 os autores concluyen que existe una
cierta afinidad M^ -caseina, aunque no pueden preci sar su 
naturaleza; especulan que es posible que el grupo hidroxil en 
posi ci ôn 4, asi como los grupos ceto y lactona constituyan 
las zonas reactivas, permi ti endo, por medi o de puentes de 
hi drôgeno, la uniôn a algunos aminoâci dos de la caseina y
proteinas 1actoséricas, e incluso péptidos y ami noâci dos
libres. Podria ser igualmente que se produjeran fuerzas de 
cohesion debidas a fuerzas de van der Waals.
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I.I.e.3. Influencia del madurado y almacenami ento del
queso sobre 1 as aflatoxinas
Con respecto a las aflatoxinas y G ^, Kiermeier y Rumpf
(1B3) estudi aron la influencia que sobre el1 as tendria el 
almacenamiento del queso fundi do, resultando ser estables
durante 4 semanas a 20*C.
Lieu y Bullerman (200) demostraron la estabi 1 idad de B^  y G.^ 
durante el almacenami ento de queso Swiss 16Bh a 5*C.
El resto de los trabajos consul tados hacen referenda 
uni camente a la aflatoxina .
Kiermeier y Buchner (17B) estudiaron la influencia que el 
madurado de los quesos Camembert, Tilsit y Fresco podria
tener sobre la afl atoxina . Del resul tado de sus
i nvesti gaci ones se deduce un incremento notable en la 
cantidad de aflatoxina presenter 45-54%, 22.6% y 23-28%
respectivamente. A este respecto, se sabe que en el queso 
madurado disminuye la masa seca, pero esto no explicaria un 
incremento en toxina tan considerable; la explicacion podria
ser que M^ se encontraria en leche y queso de forma combinada
(soluble en agua y no extraible por cl oroformo), mientras que 
séria detectable durante la maduracion a traves de la 
eliminacion de esta union. En el queso Camembert, el 
conteni do en de la corteza disminuye un 13% por el sal ado: 
esta di ferenci a se mantiene durante todo el madurado, no 
si endo compensada por difusion de la toxina. Esta di ferenci a 
entre corteza y parte interna no se observa sin embargo en el
queso Tilsit; en este, se apreci a un i ncremento de en la
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corteza del 21%, parai elo a la pérdida de agua que se
produce.
Brackett et al. (40) describieron la estabi11dad de la
aflatoxina M., durante el madurado y el al macenami ento 26 
semanas de quesos Brick y Limburger. En los madurados durante 
2 y 3 semanas se apreciaba mâs M., en la corteza que en el 
centro del quesb; en los madurados durante 4 semanas sucedia 
lo contrario, lo cual no debe sorprender por cuanto que al 
cabo de este tiempo se noté un olor a amoniaco, résultante de 
la proteolisi s, y por distintas experiencias se sabe que este 
compuesto es capaz de degradar 1 as aflatoxinas. En general, 
se notô un ligero incremento en M.j, atribuible a una mejor 
recuperaciôn analî ti ca; también podrian influir la acciôn 
proteolitica y la disminuciôn del conteni do en humedad.
Estos mismos autores describieron la estabi1idad de la
aflatoxina M.| a lo largo del madurado y al macenami ento de
queso Parmesano y Mozzarella 19 semanas a 7*C (43), y en el 
madurado y almacenamiento de Cheddar y de queso para fundir 
(41) .
Otros autores han descri to esta misma estabi1idad durante el 
madurado y almacenamiento 6 meses del queso Gouda (379) y el 
almacenamiento 2 semanas del queso Cottage (13). También en 
queso Blanco y Bakers tras el almacenami ento durante 2 meses 
en condiciones de refri geraciôn y congelaciôn (401).
Fremy y Roi land (122) estudi aron en Camembert el efecto que 
el grado de contaminacion por M^ pudiera tener sobre la
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influencia que el madurado ejerce sobre dicha toxina. 
LLegaron a la conclusion de que la disminuciôn en durante 
el madurado parece tanto mâs fuerte conforme la contami naci 6n 
es mâs débil.
Como hemos podido comprobar, en general los distintos autores 
coinci den en senalar la estabi1idad de 1 as aflatoxinas 
durante el madurado y almacenami ento del queso, con 1i géras 
oseilaciones, que para unos autores suponen pérdidas de la 
aflatoxina que expli can por; (i) difusiôn al medio; (ii) 
metabolizaciônj Mi entras que para otros signifi can aumento en 
la cantidad de aflatoxina, que expli can por: (I)
concentraciôn de la masa seca del queso; (II) fenômenos 
proteolitiCOS que liberan parte de la aflatoxina ligada a la 
caseina, con lo que esta es mâs fâcil mente extraida y 
detectada.
1.1.d. Influencia de distintas formas de procesado de la 
leche sobre su conteni do en aflatoxinas
Como tendremos ocasion de comprobar, la mayor parte de las 
experiencias realizadas, practi camente todas, se han 
efectuado sobre la aflatoxina M. .
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I.l.d.l. E-fccto d*l almacenamiento en rc-frigeraciôn de 
la leche aobre la aflatoxina
En la literatura aparecen datoa contradictorios sobre el 
e-fecto que la refrigeraci6n de la leche podria tener sobre la 
aflatoxina présente.
Una parte de 1 os autores consideran évidente la reduccion en 
Ml durante el almacenamiento de la leche, reducciôn que sera 
mayor conforme se increments el periodo de conservaci6n (92, 
96). Esta afirmaciôn se apoya en distintas experienci as 
realizadas hasta el momento.
Asf, McKinney et al. (22B) describieron la rapida 
desapariciôn de M^ en leche durante su almacenamiento a 0*C: 
después de 4, 6, 12 dias se observé una destrucci 6n del 40,
80 y 100% respecti vamente.
Kiermeier y Mashaley (180) observaron a 5®C una reducci on en 
M^ que variaba de 11-25%, comprobando que ésto no depend:a de 
si la contaminaciôn se efectuaba de forma natural o 
artificial, o si la leche era cruda o pasterizada; 
atri buyeron esta reduccion a oxi daciones debidas al contacte 
de la toxina con el aire.
Contrari amente a estas experiencias, hay otra serie de 
autores que sostienen la estabi1i dad de las aflatoxinas 
durante el almacenamiento de la leche en refrigeracion.
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Btolof-f et al. (350) no encontraron disminucion en la de 
la leche artifi ci al mente contami nada con dicha af1atox i na en 
cloroformo, tras 17 dias a 4*C, y tanto en leche cruda como 
pasteri zada.
Malin (213) en leche naturel mente contami nada no observé 
disminucion de M,j al almacenarla a 4 y 10»C durante 24 y 48 h 
respectivamente.
Winterlin et al. (396) describieron la estabi1i dad de la 
aflatoxina en leche tras 60 horas a 7»C.
Patterson et al. (260) durante el almacenami ento de leche 21 
di as a 4 "C con metabisulfito sodico, comprobaron que no
disminuia la concentracion de M^  .
Blanc et al. (32) no solo comprobaron la no disminucion de M^  
tras 10 meses a 20*C en leche contami nada natural mente, si no 
que sorprendentemente describieron un incremento superior al 
507.
Con datos tan contradictorios, résulta di fici 1 concluir que
es 1o que ocurre real mente con las aflatoxinas que contami nan
la leche cuando esta es almacenada en condi ci ones de
refri geraci ôn. Debemos tener en cuenta que el almacenamiento 
en frio de la leche causa la disociaciôn de la caseina, 
particul armente la (icaseina, y su subsi gui ente solubi lizaciôn 
en el suero de leche (98); este cambio de la caseina podria
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arrastrar la aflatoxina , y dar raaultados contradictorios 
Begun la técnica analîtica utilizada.
I.l.d.2. Efecto de 1 a congelacién de 1 a leche sobre la 
aflatoxina M.j
Pocas investigaciones se han llevado a cabo sobre el efecto 
que la congelaci ôn puede tener sobre las aflatoxinas 
présentes en leche.
McKinney et al. (228) describieron que a -18*C se produce una 
pérdida en M^  del 14% a los 30 dias y del 86% a los 120 dias.
Stoloff et al. (350) indicaron la estabi1idad de M^ en leche 
congelada tras 68 dias: sin embargo, a los 100 y 120 dias ya 
si observaron una disminucion si gni f i cati va en su conteni do, 
obteniendo reducci ones entre el 25 y el 45% respecti vamente. 
En las muestras en que se repitio la congelacion después del 
muestreo la reducciôn fue todavia superior.
Kiermeier y Mashaley (180) describieron una pérdida del 30% 
de M^  tras 7 dias de congelaci on en leche contami nada 
artifici al mente; en leche natural mente contami nada la pérdida 
fué bastante menor.
I.l.d.3. Efecto del tratamiento termico de la leche
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sobre la aflatoxina
La mayor1 a de les autores se muestran de acuerdo en afirmar 
que el tratamiento térmico de la leche (pasterizaciôn y 
esteri1izaci 6n) no afecta, o 1o hace de forma no
significative, a la aflatoxina contenida en la leche (92, 
112, 171, 300, 346, 351, 377, 397). Esta opinion se ha visto
apoyada por los resultados obteni dos en distintas 
experiencias, como sehalamos a continuaciôn.
Allcroft y Carnaghan (7) encontraron que no di sminuia la 
toxi ci dad de leche contami nada con tras su tratamiento 
B O * C-45 sg, 70*C-30 min., uti1izando como método de detecci6n 
un test biolôgico en patitos. Esta técnica présenta el 
inconveniente de que la respuesta del conducto biliar a las 
aflatoxinas no es 1o suficientemente sensible como para 
mostrar pequenos cambios en el conteni do y tox i ci dad de la 
1eche.
Polzhofer (274) observe estabi1i dad termica total de 1 as 
aflatoxinas a 92*C durante B min.
Van Egmond et al. (379) no encontraron influencia del 
tratamiento térmico sobre la en leche en 1 as si gui entes
condi ci ones: 72* C-15 sg, 9û*C-5 min., 140»C-5 sg; 140* C-15 sg 
110* C-10 min. ; 95»C-1 min.
Malin (213) no observé degradaci on de M^  a 71* C—40 sg.
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Wiseman y Marth (403) no encontraron di ferenci as
significativas entre leche contaminada natural y
artificial mente, mostrando en ambas la una gran
estabi1i dad termica a 64*C-2h, al igual que a 64 y 100*C.
Patel et al. (256) durante el proceso de elaboracion del
khoa, que précisa el calentami ento de la leche durante 3-4h 
para su concentraci on hasta obtener unos 186-225 g khoa por 
cada litro de leche, no encontraron apenas disminucion en .
Como ya hemos descri to en otros apartados de esta 
introduccion, en estos estudios también se mantienen posturas 
contradictorias. Asi, hay autores que mantienen que el 
tratamiento térmico de alguna forma al tera el conteni do en 
delà leche (10, 96, 140, 264).
Los primeroE en describir este hecho fueron Purchase et al.
(264), que ci tan una reducci ôn del 32% a 62* C-30 min., del 
45% a 72* C-45 sg y del 81% por esterilizaciôn a 115*C. Estes 
estudios fueron efectuados utilizando una técnica analitica 
qui mi ca y conf i rmados por anali si s biolôgico en patitos.
Kiermeier y Mashaley (160) observaron mayores pérdi das en 
leche artifici al mente contami nada que en la que 1o estaba de 
un modo natural util izando un tratamiento de HTST (71*C-40 
sg): 26% y 6-13% respecti vamente.
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Las di-ferencias observadas entre los resul tados descri tos por 
los diverses autores en cuanto al e-fecto del tratamiento 
térmico sobre la a-f latoxina M., en leche podrian no obstante 
ser expl i cados si tenemos en cuenta los si gui entes -f actor es
(363):
* Vari abi1i dad de temperatures aplicadas. En general, 
a mayor temperature, mayor grado de reducciôn.
* Empleo de di-ferentes métodos anal i ticos.
* Uti 1 i zaci ôn de leche naturel o arti-f i ci al mente 
contami nada.
Debemos tener en cuenta ademés que el tratamiento térmico 
puede in-fluir en la recuperaciôn de 1 a toxina, por cuanto el 
cal or puede al terar la solubi1i dad de las sales de la leche y 
la estructura de 1 as proteinas (403).
I.l.d.4. E-fecto del desnatado de la leche sobre la 
a-flatoxina
A este respecte, la totali dad de trabajos apareci dos en la 
literatura se muestran de acuerdo en a-firmar que el conteni do 
de M.| en nata es aproximadamente el mismo al de la leche 
original, y también aproximadamente i gual al de la leche 
desnatada, en relaciôn peso o volumen por supuesto. En 
canti dades totales, la distribuciôn viene a ser 
aproximadamente 85% en leche descremada y 15% en nata (10, 
96, 132, 180, 397).
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l.l.d.5. E-fecto del proceso de el aboracion de la 
mantequi 11a sobre la a-flatoxina M.,
Durante este proceso la mayor parte de la a-flatoxina M., es 
eli mi nada con el suero de mantequeria, en un grado variable 
descrito entre el 60-85%, permaneciendo el resto en la 
mantequi11a (10, 11, 132, 351, 400). Sin embargo, Malin (213)
obtuvo valores distintos: 10-17% en suero, 60-84% en
mantequi11a.
También se ha descri to la estabi 1 i dad de M., en estos 
productos durante al menos 4 dias.
I.l.d.6. E-fecto del procesado del queso fundi do sobre 
1 as aflatoxinas
Be han reali z ado distintas experiencias describiendo la
estabi1i dad de 1 as aflatoxinas durante este proceso, tanto de
(41, 274) como de y (183). En este ultimo estudio se
emplearon temperaturas variables de 70 a 140*C durante 10
minutos con los si gui entes resultados: hasta 100*C no hubo 
apenas destruccion de las toxinas; a 120*C se apreci 6 una
reducci on del 8%, y a 140 * C del 10%, circunstanci a que
confirmar1 a la estabi1idad termica de 1 as aflatoxinas.
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I.l.d.7. E-fecto de la el aboraci 6n de leche concentrada 
sobre la aflatoxina
Si bien hay autores que consideran que el proceso de 
concentracion de 1 a leche no produce pérdi das en su contenido 
en aflatoxina M., <171, 300) , la mayor parte Dpi nan que se
produce una pérdida entre un 60-75% (99, 237, 281).
Malin (213) descri bi 6 pérdi das inferiores, que pormenoriza en 
un 5-6% por el precalentami ento, 15% por la elevada 
temperature y otro 15% durante el proceso de deshi drataci ôn 
propiamente dicho.
Para Wiseman y Marth (400) la disminucion observada por 
diverses autores en el contenido en M^ en la l#che desecada 
podrfa ser explicada por una dificultad en la recuperaci ôn de 
dicha toxina.
l.l.d.6. Efecto de la elaboraci on de yogur sobre 1 as 
aflatoxinas
La mayor parte de los autores sostienen la nul a influencia 
que el proceso de elaboraciôn del yogur tiene sobre la
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aflatoxina M.j (346, 351, 377). Esto ha si do comprobado en
distintas experiencias.
Van Egmond et al. (379) emplearon leche contami nada
naturalmente, y observaron un ligero enriquecimiento en
del yogur en relaciôn con la leche de parti da; asimismo, 
describieron la estabi1i dad de la toxina durante el
almacenami ento al menos 7 dias a 7*C. Este incremento en la
recuperaci on de en yogur en relaciôn a la leche i ni ci al es
posiblemente debido a errores imputables a la técnica de 
recuperaci 6n y cuant ificaciôn.
Wiseman y Marth (399) no describieron este incremento de 
recuperaciôn, si no que indicaron que la M^  permanece
completamente estabie cuando el yogur es elaborado a partir
oe leche natural mente contaminada. Dentro de estas mi smas 
experiencias, elaboraron kefir, al final de cuyo proceso de 
elaboraci on se apreci a una aparente reducci on en el conteni do 
en M.| por uni dad de producto.
Frerrty y Chu (119) , también en yogur elaborado a partir de
leche natural mente contami nada, observaron valores si mi 1 ares 
a los de la leche i ni ci al.
Si n embargo, las investigaciones reali zadas por Megalla y
Hafez (231), estudiando la influencia que el proceso de
elaboraci ôn del yogur tiene sobre le aflatoxina , llevaron 
a la descripciôn oe una cl ara disminucion de 1 a toxina, que
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i ndi can es debida a la transf ormaci 6n de Bf en por medio
de un proceso qui mi co no enzimatico (concretamente por el 
aci do presente en el yogur). Estos resultados fueron 
comprobados por anali sis quimico y confirmados mediante 
pruebas biologicas en polios.
I.l.d.9. Efecto de la elaboraci on de productos lacteos 
congel ados sobre la aflatoxina M.,
Wiseman y Marth (402) estudiaron la estabi1i dad de M^  durante 
la elaboraci ôn de helado y granizado a partir de leche 
natural mente contami nada.
En el caso del helado, el conteni do en M^ permaneci ô
constante después de la congelaci ôn y durante 6 meses de 
almacenamiento.
En cuanto al granizado, el conteni do en M^ pareciô
inexpl icabl emente i ncrementarse durante su elaboraci ôn: el 
producto final conteni a aprox i madamente el mismo nivel de M-j 
que la leche usada en su preparaci ôn, pero esta supom'a 
unicamente el 26% de la mezcla total del granizado. Durante 
su almacenamiento se apreci aron osci1aci ones en la M^  
recuperada, que mâs bien deberian ser atribuidas a la técnica 
analfti ca utilizada.
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1.2. CONTAMINACION DIRECTA DE LOS PRODUCTOS LACTEOS POR 
AFLATOXINAS
1.2.a. Ai siamiento de hongos af1atoxicogenicos de productos 
1âcteos
I.2.a.1. Queso
El queso es el producto 1acteo en que se ha llevado a cabo un 
estudio mâs profundo de su flora fûngica, por multiples
razones entre las que podemos citar:
- En muchas ocasi ones los mohos i ntervi enen en su proceso 
de maduraciôn, y por tanto es i nteresante conocer este tipo 
de poblaci on.
- Asimismo es el derivado 1acteo que mâs faci1 mente se 
enmohece ya que al ser un substrato ri co en componentes
nutritives, e>:puesto a la atmosf er a y que madur a y se 
conserva a temperaturas y humedades adecuadas para el
creci mi ento fûngico, no es raro observar en las cavas de 
maduraciôn de la mayoria de los tipos de quesos abundante 
crecimi ento fungico sobre ellos.
El enmohecimiento de los quesos por una parte constituye un 
verdadero problema para los industriales del sector por
afectar al aspecto y pal atabi1idad de los mismos. Y  por otra
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también preocupa a 1 as autoridades sanitari as, toda vez que 
parte de la -flora que se désarroi 1 a sobre los quesos puede 
ser mi cotox i cogéni ca.
Normal mente, por 1 as temperaturas a 1 as que se produce la 
maduraciôn del queso, la -flora -fungica prédominante suele ser 
del gênero Peni c i11i um (157). Ahora bien, debe tenerse en 
cuenta que la ausenci a de hongos toxicogénicos no garanti za 
que el producto se encuentre libre de mi cotox i nas, toda vez 
que estas pueden persistir largo tiempo después de que los 
hongos hayan desapareci do (53).
A continuaciôn haremos una revision de los distintos trabajos 
apareci dos en la literatura sobre determi naci ôn de -flora 
-fûngica en queso.
Bullerman y 01i vi gni (58), a partir de queso Cheddar,
ai si aron un total de 349 cepas, de las que 287 -fueron
EgaiElLiLum y 23 Asoerqi11 us . De estos 23, 11 produjeron
sustanci as tôxicas para embriôn de polio, y 5 para Baci11 us
megater i_um , aunque solo en 1 se comprobô qui mi camente que
tenia capaci dad para sintetizar af1atoxinas.
Bullerman (50) 11evo a cabo la determi naci ôn de la flora
fûngica de queso Swiss. Ai siô 163 cepas de las que el 87% se
encontraban incluidas en el Genero Pen i ci 11i um , y
uni camente 1 cepa fue i dent i f i cada como A^fl_avug , teniendo 
la capacidad de producir aflatoxinas Bf y Bg.
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Bullerman nuevamente (51) al clé 327 cepas de hongos de quesos 
enmohecidos durante el proceso de maduraciôn, de las que 
ninguna estaba clasificada como Asperoi11 us .
Gaddi (ci tado en 217) ai siô 144 cepas de hongos de 14
var i edades de queso en Estados Uni dos, de los que 69% -fueron 
E e n iç ilL iu iD  V A sgergLiLy# .
Bullerman (49, 54) i nvesti gô 78 muestras de quesos
estadounidenses y 75 de quesos importados. En los quesos 
naci onal es 11 ego a ai si ar 256 cepas -f ûngi cas, de 1 as que el
86% eran Penici 11ium y 2.3% Aspergi11 us ; de estas
ultimas, 2 cepas resul taron capaces de producir a-f 1 atox i nas. 
En quesos importados ai siô 479 cepas, un 80% de Pen i c i11i um 
y un 5.4% de Asgergi^M us , de los que 11 -fueron A. -f 1 a vu s , 
todos ellos capaces de producir a-f 1 atox i nas. Cuando de jô que 
sobre el propi o queso si n inocular se désarroi1asen los
hongos, unicamente crecieron cepas de Penici 11ium .
Torrey y Marth (365) anali z aron 30 muestras de queso ai siando 
25 cepas de mohos, de las que 21 -fueron Pen i c i 11 i um y 2 
^IBÊCaiLitiê 1 ambos con capaci dad a-f 1 atox i cogéni ca.
Northolt et al. (249) ai siaron hongos de quesos vi si blemente 
enmoheci dos, en porcentajes si mi 1 ares a 1 os anteri ormente 
Cltados; 86.5% de Peni ci 11ium y 7.6% de Aspergi11 us .
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Asimismo, Jarvis (157) aislo Peni ci 11ium del 84% de las
muestras y un total de 3 cepas de Asoerpi1 lus .
Moubasher et al. (242), de 6 quesos Roquefort, no
consiguieron ai siar A.flavus , probablemente debido a que 
este hongo es inhibido por el Pénicillium rooueforti , que
résulté 1ogi camente présente en todas la muestras.
Verdyan (364) describiô el proceso de contaminaciôn y 
crecimiento de forma natural de una cepa de A.f1avus en un
queso almacenado en un domicilio. Una vez ai siada la cepa
pudo comprobarse su af1atoxi cogeni cidad.
El-Essawy et al. (100) consi gui eron ai siar Agperoi1 lus de
queso Roumy, si n especi fi car mas datos acerca de su posi ble
capaci dad tôxica.
Calvo et al. (68) llevaron a cabo en 1979 un estudio de
di ferentes quesos espaRoles. Tras i nvesti gar 50 muestras, 
conc1uyeron que el 52% de 1 as mismas se encontraba
contami nado con A^ _f l_ayus , y en un porcenta je liger amente
superior, 62%, por Pen;çi11ium . De 10 de 1 as cepas de
lâyug aisladas, 5 inhibian el crecimiento de Baçil.ius
Œ*ga*teri.um y 3 resul taron tôxicas para Artem;a .gai ina . El
porcentaje de muestras contami nadas con A.f1avus , como
puede comprobarse, es muy superior al indicado en otros 
paises por los di ferentes autores.
Como resumen de estos estudios se puede concluir que la 
incidenci a en quesos de hongos capaces de producir 
micotoxinas conoci das es muy baja, y esos hongos consti tuyen 
una minima parte de la -flora -fûngica total (50).
Finalmente i ndi car que en Europa se estan i ncrementando los 
por centa jes de cepas a-f 1 atox i cogéni cas detectadas como 
consecuenci a de su introduccion, junto con distintos 
productos agricoles, procédantes de pai ses tropicales y 
subtropicales (156).
1.2.a.2. Yogur
Spillman y Geiges (343) analicaron 31 muestras de yogur, 25 
de -frutas y 6 natural es, con el sorprendente resul tado de no 
conseguir el ai si amiento de hongos de los géneros 
Feni_çi_il_ium ni Aspergi 11 us , cuando el Genero Pen i ç i 1 I i um 
ha si do descri to como mâs abundante en los productos 1âcteos, 
como han mostrado distintos autores y se puede comprobar en 
esta revision.
En estudios e-f ectuados en nuestro 1 aboratori o (222) se 
investigaron 473 muestras de yogur, ai siando Asperoi1 lus de 
un 4% de 1 as mismas, si bien el género prédominante résulté 
ser el Penic i 1 1 i um . Se ai si aron 5 cepas a-f 1 atox i cogéni cas , 
todas el 1 as perteneci entes a la especi e A^f l_ayug .
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I.2.a.3. Otros productos 1âcteos
Exi Sten diverses descripci ones sobre ai slamientos esporâdi cos 
de Asgerg_il_lgm a partir de distintos productos 1 âcteos. 
Asi, podemos citar las siguientes experiencias:
- Cooke y Brazi s (78) ai siaron 5 cepas de A .f1a vu s a 
partir de leche cruda y helados en Estados Unidos.
- Jesenska y Polakova (159) obtuvieron a partir de leche 
en polvo un total de 11119 cepas pertenecientes a 29 géneros, 
de las que 116 se clasificaron como A.flavus . En este 
trabajo el autor no cita porcentaje de cepas tôxicas.
- Jesenska et al. (160), de 25 muestras de leche en polvo 
ai si aron 1 cepa af1atoxicogénica de A.f1avus .
- Moreau (237), también en leche en polvo, de 30 
muestras, detect ô A . f 1 a vus en un 237. de 1 as mismas.
- Y finalmente, Sutic et al. (360), que en 223 muestras 
de leche y productos 1âcteos aislaron 221 cepas de mohos. De 
el 1 as, el 59.137. perteneci entes al Género Peni ci 11 ium , y el 
3.167. al Aspergi 1 lus . De 7 cepas de Aspergi 11 us aisladas, 
2 se clasi fi caron como A^f^ayus , ambas capaces de 
sintetizar aflatoxina B<|.
— 46 —
I.2.b. Estudio de la producci on de aflatoxinas en productos 
1âcteos
La leche y 1 os productos lacteos son excelentes medios de 
cul ti vo para Aj_fl_ayus (150). En principio, debemos tener en 
cuenta que se trata de substratos con un elevado contenido en 
nutrientes y una humedad adecuada para el crecimiento de este 
hongo, asi como para la producci ôn de aflatoxinas (394).
I.2.b.1. Queso
Hace anos el crecimiento fûngico sobre el queso era
considerado como un factor no deseado por razones estéticas y 
porque podia dar lugar a sabores extrahos. Cuando se comenzô 
a descri bi r que alguna de 1 as cepas contaminantes podia tener 
capacidad micotoxi cogénica, se incorporé un importante factor 
de riesgo sam tario para el consumi dor. El hecho de que los 
ûlEergULus , y concretamente A_^fiayus y A^B.arasitiçus , 
sean ubicuos en la naturaleza y por tanto muy elevadas 1 as 
posibi1idades de contami nar los ali mentos, hace necesari a la 
consideraciôn y estudio sobre la posi bi1i dad de formaciôn de 
aflatoxinas en queso, aun cuando no todas 1 as cepas de estos 
hongos sean af1atoxicogenicas.
Ha si do descrito por diversos autores que el queso consti tuye 
un buen substrato para el désarroi1o de Aspergi1 lus por su
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constitucion nutritive <174, 179, 232, 363). Por el
contrario, otros autores opinan que debido a 1 a carenci a de 
una buen a -fuente de carbono , el queso no consti tuiri a un 
buen substrato para estos hongos (11, 55, 104, 408). Dada la 
gran diversidad de quesos existentes en los diverses paises 
del mundo, ambas posturas pueden ser correctes y tener su 
parte de razôn.
La contami naci on con esporas toxicogénicas se puede producir 
a todo 1o largo del proceso de elaboraci on del queso (363), 
aunque es en la ultima fase, durante el madurado y 
almacenamiento, cuando es mes comûn que tenga lugar (58, 173, 
242, 255).
Para prévenir el désarroi 1o de hongos durante el madurado de 
los quesos se toman una serie de medidas por parte de las 
Industries Queseras (364):
a) Lavado regular de la superficie del queso.
b) Cubri mi ento del queso con una boisa de plasti co o
una capa de parafina, con el fin de producir condi ci ones
anox i cas en su superficie.
c) Tratamiento de la superficie del queso con 
sustanci as antifûngicas como puede ser la pimari cina 
(procedimiento no admitido en algunos pai ses, incluido 
Espana).
Dos cuesti ones deben tenerse en cuenta a la hora de los
estudios sobre la producci on de aflatoxinas en queso:
- 48 -
(i ) Posi bi 1 i dad de di-fusiôn de las aflatoxinas haci a
el interior a partir de la corteza, que es el lugar donde
normal mente son produci das.
< i i) Cambios que sufre el queso durante la maduraciôn, 
que pueden afectar tanto el crecimiento del hongo como a la 
metaboii zaci on de las aflatoxinas ya formadas.
Los trabajos de investigaciôn sobre la producci on
experimental de aflatoxinas en queso comenzaron en 1967 con 
Lie y Marth (198), quienes inocularon la superficie cortada
de un queso Cheddar con una suspension de esporas, tanto de
A^fl_ayus por una parte como de A.parasitlcus por otra; 
i ncubaron a temperatura ambiente con un elevado porcentaje de 
humedad, durante 1 y 7 semanas. Estos autores describieron 
una producci on maxima de aflatoxinas de 31.2 pg/g en la capa 
superficial; estos compuestos toxi cos ademâs se di fundi eron 
hasta una segunda capa de 0.64 cm, en la que detectaron 0.624 
pg/g; asimismo, efectuaron la extracci on separade del
micelio, y detectaron en el 70 pg/g.
Estos autores comentan que con estos resultados, el consume 
de 0.1 g del queso i nocul ado con A^garasi_ti.çus y 3 g del 
1 nocul ado con A^l_ayus supondr î a la ingestion de 10 pg de 
la toxina, dosi s que consumi da diari amente durante breves 
périodes de tiempo puede inducir la formaciôn de tumores 
hepâti COS. De la segunda capa, serf a necesari o un consumo 
entre 16 y 40 g.
Wildman et al. (394), también en 1967, en un estudio
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realizado acerca de 1 a producciôn de aflatoxinas sobre varios 
substrates, incluyeron entre estos al queso sin esteri1izar 
(sin especificar tipo). Obtuvieron un nivel de producciôn muy 
inferior al descrito en el trabajo anterior, s6lo 0.05 yg/g.
Lie y Marth (199) llevaron a cabo un nuevo estudio, esta vez 
sobre queso Cottage, al que ajustaron a distintos pHs con 
objeto de apreciar la influencia de este factor en la
producci ôn de aflatoxinas. En este caso, la cantidad que
llegaron a detectar, en el caso mâs favorable, résulté ser 
muy inferior a la que el1 os mi smoS habian descrito en queso 
Cheddar (198).
Frank (113) demostrô la producci én de aflatoxinas en
porci ones de queso Tilsit inoculadas con una suspensién de 
esporas de A.flavus . Para el1o incubé a una temperatura de 
30 * C, que si n embargo esta muy alejada de la normal de
madurado de este queso (alrededor de los 16*0. En estas 
experiencias obtuvo un nivel mâximo de producci én de 0.6 
pg/g, detectando aflatoxinas a S mm de la superficie.
Este (ni f ma tlpo de queso, junto con el Emmental fueron los 
uti1i zados en sus i nvesti gaci ones por Rothenbuhler y Bachmann 
(299). Al i ncubarlos a 20 y 30*C, encontraron una producci ôn 
de aflatoxinas inferior a la descrita en el caso anterior 
(0.4 pg/g). Estos mismos autores no llegaron a detectar 
aflatoxinas en 24 tipos distintos de queso a los que se 
expuso entre 2 y 4 meses a crecimiento fûngico espontâneo e
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1ncontrolado.
Mihai et al. (232) describieron la producci on d?
considerables canti dades de aflatoxinas en quesos Rumanos.
Kiermeier y Broil (179) también llevaron a cabo estudio» 
sobre porci ones de queso Tilsit, encontrando producci 6n d? 
aflatoxinas a 16*C por ft. f lavus (temperatura de madur ado d? 
este queso), 11egando estas a una profundizaci 6n de 6-12 mm
Describieron asimismo la producci on de aflatoxinas a 5 y 10*1
por una cepa de Peni_çi_l l_ium_puberul um . En cambio, ro
consi gui eron dicha producciôn en otros tipos de quesD 
(Camembert y Romadur) 1o que justifican por el crecimiento cte 
otros hongos que consti tuyen el fermento fûngico utilizado ei 
su maduraciôn, que evi tari an el désarroi 1o de las cepas
tox1cogénicas.
Kiermeier y Eyrich (ci tado en 319) no consi gui eron produci- 
aflatoxinas sobre distintos tipos de queso: queso de Oveja, 
Geheimrat y queso para f undi r empaquetado.
BaJOS niveles de producciôn sobre queso Cheddar fueron
descr i tos por Oldham et al. (250) a pesar de utilizer ura
elevada temperatura de incubaci ôn (25 • C) . En este misno 
estudio, se someti eron 32 muestras de queso no i noculado a la 
mi sma temperatura y condi ci ones, y todas el 1 as fueron 
negati vas a crecimiento miceliar y producci ôn de aflatoxinas.
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Shi h y Marth (330) en queso Brick inoculado experi mental mente 
demostraron la producci ôn de aflatoxinas a una temperatura de 
soio 12.B * C, 11egando a detectar estas toxinas en la capa 
situada a 30-40 mm de la superficie, que es el mâximo de
difusiôn ci tado en la literatura para los distintos tipos de 
queso.
Kiermeier y Rumpf (183) demostraron la producci ôn de
aflatoxinas en quesos Tilsit y Emmental a 25*C con un 96% de
humedad relative.
Burzynska (63) inoculô Cottage con una suspension de esporas 
de A^f i_ayus , describiendo una producci ôn a 25*C de 0.4 pg/g 
de aflatoxina B.j .
Lieu y Bullerman (200) demostraron la producci ôn de
aflatoxinas en quesos Swiss y Mozzarella inoculados con 
A_^fi&yus , tras 14 dias a 25*C, aunque en niveles muy bajos: 
0.05 pg/g de B.,.
Kiermeier y Behringer (175) describieron la producci ôn de 
aflatoxinas en quesos Provol one y Tilsit inoculados por 
intensa vaporizaci ôn con una suspensiôn de esporas,
consi gui endo la producci ôn a 14 y 20*C, aunque en pequena 
cantidad: 0.054 pg/g. Describieron una profundizaciôn de 1 as
toxinas de 10 a 20 mm.
Estos mismos autores (174) describieron producci ôn de
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aflatoxinas sobre porciones de queso Tilsit incubadas a 5*C 
durante 21 dîas en un nivel de 0.121 pg/g. Dentro de estos 
mismos estudios, demostraron la producci6n de estas toxinas 
en queso Camembert, sin especifi car la metodologia seguida, 
fundamental mente en cuanto a si se trataba de queso entero o 
de porci ones, factor muy importante en este tipo de quesos 
elaboradoB con fermentos fûngi cos.
Polzhofer (275) describiô producci6n de aflatoxinas en queso 
para fundi r (originalmente Emmental) mantenido a 25*C y 90% 
de humedad relativa.
Engel (104) utilizô porci ones de queso Tilsit previ amente 
esteri1izado, demostrando sintesi s de aflatoxinas sobre el 
mismo a 16 y 27* C.
Park y Bullerman (255) senalaron la producci 6n de aflatoxinas 
a 15 y 25 * C en Cottage, queso para fundi r y porci ones de 
Cheddar. Las toxinas di fundi eron hasta una segunda capa de 10
Estos mismos autores (256) describieron producci ôn en Cheddar 
a 15, 16 y 25*C, y a temperaturas ci cli cas de 5 y 25*C.
Karaioannoglou (167) indicé la producci6n de aflatoxinas en 
porci ones de queso Feta a 13 y 26* C. Sefialô la apari ci ôn de 
una pi gmentaci ôn amari11 enta que di fundia 1-2 cm hacia el 
interior del queso. Observô profundizaciôn de 1 as toxinas
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h a s t #  1 6 - 2 4  mm.
Zerfiridis (406) realizô «studios sobre queso Teleme, una
variedad de queso blando que se mantiene en salmuera durante 
su madurado y almacenamiento en refrigeraciôn. Describiô 
producci ôn de aflatoxinas a 16 y 25*C en 3 y 7 semanas, con 
profundizaciôn hasta una segunda capa de 10 mm.
Todas estas experiencias pueden resumirse en 1 as 
apreci aci ones de Jacquet y Tantaoui-Elaraki (153), quienes en 
un amplio estudio realizado sobre la posibilidad de 
crecimiento de hongos aflatoxicogénicos y consigui ente
producci ôn de aflatoxinas sobre di ferentes tipos de queso,
obtuvieron unos resultados a partir de los cuales 
estabiecieron 3 categorfas distintas de queso:
(a) Aquéllos en los cuales se pudo demostrar la 
producci ôn de aflatoxinas: Boursi n , Bonbel, Gouda, Pyrénées,
Emmental, Vache qui rit y ciertos quesos cuando son
desprovi stos de su corteza: Camembert, Coulommiers, Queso de 
Cabra, Pont 1 Eveque.
(b) Aquéllos en los que hubo crecimiento pero no 
producci ôn de aflatoxinas: Boursin au Poivre, Munster y
Reblochon sin corteza, Edam, Mimolette.
(c) Aquéllos que no soportaron crecimiento ni 
consecuentemente producciôn de aflatoxinas: Camembert, 
Coulommiers, Brie, Queso de Cabra, Pont 1 Eveque, Munster, 
Maroilles, Reblochon, Bleu d 'Auvergue, Roquefort.
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Como resumen de todos estos resultados estabiecieron*
'i) los quesos frescos y fundidos son muy favorables 
al crecimiento de A.f1avus .
(ii) Los quesos de pasta firme son simplement#
favorables.
(iii) Los quesos de pasta verde son total mente 
desfavorables.
En resumen, y a la vista de todas estas experiencias podria 
afirmarse que, en general, respecto al peligro existante en 
cuanto a la producciôn de aflatoxinas sobre el queso, pueden 
excluirse aquel1 os tipos de queso que estân poco tiempo en el 
mercado y/o los que llevan i ncorporados cultivos i ni ci adores 
fungi cos. Por otra parte, serf an adecuados aquel1 os tipos de 
queso que necesitan un prolongado tiempo de maduraciôn, a
humedades relatives elevadas y los que normal mente presentan 
un abundante crecimiento fûngico espontâneo. Aun en estos 
casoB, si el queso es conservado durante el madurado en
condi ci ones adecuadas de temperatura y humedad, y 
posteriormente almacenado a temperaturas de refrigeraciôn, se 
évita en gran medi da el peligro de producci ôn de aflatoxinas 
(58, 170, 198).
Con respecto a la producci ôn de aflatoxinas en queso, ademâs 
del factor hasta ahora consi derado (tipo de queso), influyen 
otros condicionantes que a veces llegan a ser déterminantes,y 
que estudiaremos posteriormente con detenimiento, como son: 
temperatura, humedad, pH, crecimiento competitive, papel
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de-fensivo de la corteza, atmomfera, cepa contaminante, etc.
I.2.b.2. Yogur
En la bibliografla consultada unicamente hemos encontrado 
descri ta la producci on de af1atoxinas sobre yogur por Park y 
Bul 1 erman (255) . Estes autores trans-f irieron 25 g de yogur de 
contenedores comerci al es a contenedores estériles de 7 cm de
altura; 1 os inocularon con una suspension de esporas, tanto
de A ^ l a ^ s  como de A.parasiticus , obteniendo 1 os
siguientes resultados:
Con A.parasiticus a 15®C solo se detecto producciôn a
1 os 21 dias, en un nivel de 0.9 pg/g; y a 25*C, 1.3 pg/g en
10 dfas y 1.2 pg/g en 21 dias.
Con A ^ _ f s e  produjeron canti dades de af 1 atoxi nas
muy super i ores a 1 as descri tas para A^j^grgf itL£US . A 15*C
produjo 2.6 pg/g en 10 dias y 158 pg/g a 1 os 21 dîas. A 25*C
la producci ôn f ué de 101 pg/g en 10 dias y 138 pg/g en 21.
A 5 ® C unicamente se detectaron cantidades traza, que
poBiblemente fueran las incorporadas por las esporas del
inôculo, ya que debemos tener en cuenta que 10^ conidios de
A _ ^ f o  A.parasiticus contienen de 10 a 2000 ppb de ,
dependiendo de la cepa, edad y substratos utilizados para la 
producciôn de las esporas (142).
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I.2.b.3. Dtros productos 1acteos
Como hemos indicado al comienzo del présente capitulo, la 
leche y productos 1acteos constituyen un buen substrato para 
la producci on de af1atoxinas. Tanto es asi que di versos 
autores han utilizado la leche como medio de producci on de 
estas toxinas, e incluso para la detecci on de cepas 
af1atoxi cogéni cas.
Asi, Bassir y Addekunle (24) utilizaron leche fresca de vaca, 
cuya unica fuente de glûcidos es la lactosa, como medio de 
producciôn de af1atoxi nas, consigui endo niveles de 9.5 pg/g 
de aflatoxina B^ , con un peso de micelio seco de 1.4g por 
cada 100g de substrato.
Jacquet y Tantaoui-Elaraki en distintos trabajos (154, 362) 
utilizaron leche entera homogeneizada y esterilizada como 
medio de cultivo para detecci on de cepas toxicogénicas.
Kandem y Percefois (166) utilizaron leche con esta misma 
finalidad, encontrando niveles de producion de aflatoxinas 
superi ores incluso a 1 os hallados en medio Czapeck.
A pesar de estos estudios, el uso delà leche como medio de 
cultivo para detecci 6n de cepas aflatoxicogénicas no ha 
podido ser generalizado debido a que présenta un grave
- 57 -
inconvenicnte como ** 1 * di ff ci 1 extrmcciôn de las
aflatoxinas de la misma (166).
OtroB productos 1acteos sobre 1 os que se ha estudiado la 
producci 6n de aflatoxinas han si do:
* Crema de leche, donde se han conseguido niveles de
producci ôn de 2.6 mg de aflatoxina tras 9 dias a 30*C
(150, 363).
* Leche en polvo, que bien conservada no permite ningun
tipo de crecimiento fungico, pero que si se humedece se puede 
transformer en un buen substrato para producciôn de
aflatoxinas (153). Kiermeier y Behringer (174) han descrito 
la producciôn de aflatoxinas sobre este substrato incluso a 1 
y 5 * C, en experiencias que no han si do confirmadas por otros 
autores.
* La mantequi11a, por su elevado contenido en lipidos y 
escaso en prôtidos y glûcidos, apenas permite el crecimiento
de Asperoij1 us sobre el1 a (153). En caso de que este se
produzca, solamente se detectan bajos niveles de aflatoxinas: 
0.5 pg/g (292).
« Sobre la leche concentrada azucarada no se ha 
conseguido el crecimiento de Asoerqi1 lus , quizes debido a 
su elevado conteni do en sacarosa (153).
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* El lactosuero permite el crecimiento de cepas 
aflatoxicogénicas, pero no la producciôn de aflatoxinas (153, 
363) .
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I.2.C. Factor es que in-fluyen en la producciôn de aflatoxinas 
en productos 1acteos
I.2.C.I. Temperatura
La temperature optima de producciôn de aflatoxinas se 
encuentra intimamente correlacionada con otros factores, 
fundamental mente con la composi ciôn del substrato sobre el 
que se désarroi 1 a el hongo. Debe tenerse en cuenta que la 
temperature ôptima de producciôn de estas toxines no tiene 
por que coincidir exactamente con la ôptima de crecimiento 
del hongo (319).
Se ha descri to que la temperature ôptima de producciôn de 
aflatoxinas para practi camente la totalidad de 1 os substratos 
investigados se encuentra comprendida entre 25 y 30*C (3, 56, 
59, 87, 165, 179, 219, 245, 295, 319, 320, 336, 366).
Determi nados autores han llegado a establecer di ferenci as 
entre la temperatura ôptima de producciôn de cada une de las 
aflatoxinas. Asi, para Rabie y Smalley (citado en 129) la 
temperature ôptima para producciôn de aflatoxina Bf séria 24*0 
mientras que para séria 30*C. No obstante, la mayoria de 
1 os autores coinciden en senalar que la aflatoxina B 
predomi naria a altas temperatures, mi entras que las G serian 
producides en mayores canti dades a temperaturas mas bajas 
(72, 93, 203, 256, 320).
— so —
La temperatura minima para la producci on de aflatoxinas 
estaria comprend!da entre 10 y 13*^ 0, y la de crecimiento del 
hongo entre 6 y B*C, dependiendo del substrato (55, 56, 57, 
94, 129, 145, 167, 174, 299, 319, 381>. Schindler (318)
consi guiô producciôn sobre medio sintético a 7.5 * C, y 
Northolt et al. (248) a 10" C sobre Agar extracto de Malta. A 
pesar de estas experiencias debe tenerse en cuenta que aunque 
Aj^ f l_ayus es capaz en condi ci ones de 1 aboratori o de produci r
aflatoxinas a 13 ® C , en condi ci ones natural es a esta 
temperature su désarroi 1o séria inhibido por otros hongos, 
principal mente pertenecientes al Género Peni ci 11 ium (366).
La temperature maxima a que se ha conseguido la producciôn de
estas toxinas ha si do descri ta por distintos autores entre 40
y 45*C (94, 145, 335, Rabie y Smalley citado en 245).
Ah ora bien, la temperature tanto minima como maxima de 
producciôn de aflatoxinas esta condi ci onada por la 
i nteracci ôn de otros factores, como son la humedad, 
concentraciôn de oxigeno, nutrientes y cepa de que se trate
(129, 256).
El efecto que la composiciôn del substrato tiene sobre la 
producciôn de aflatoxinas es menor a altas temperaturas
(320).
En cuanto a la humedad, tiene un efecto positive sobre el
crecimiento del hongo y la sintesis de aflatoxinas; asi, 
cuanto mas elevada es, mas baja es la temperatura requerida
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(59) .
Por otra parte, 1 as temperaturas elevadas (33*0 favorecen el 
que se acumule un mayor porcentaje de aflatoxinas en el 
micelio (203). Por contra, Shih y Marth (333) afirman que con 
el incremento de la temperatura, aumenta la difusion y 
secreci on de aflatoxinas al medio.
Las temperatures ciclicas reducen notablemente el tiempo de 
esporulaci on y sintesis de aflatoxinas (356), si bien Park y 
Bullerman (256) comprobaron la menor producciôn de 
aflatoxinas a temperatures ciclicas que a 25, 18 y 15*C por 
Ai_fl_ayus ; cuando se inoculaba A.parasiticus , la producciôn 
resultô ser mayor a temperatura ciclica.
A este respecto, cortos peri odos de alta temperatura tienen 
mucho mayor efecto en la producciôn de aflatoxinas que cortos 
peri odos de baja temperatura (321). Por contra, para Lin et 
al. (203) no hay diferenci a significative en 1 asaflatoxinas
produci das entre ci cl os de temperatura baja o alta.
Finalmente indicar que cuando el crecimiento de A.f 1 avus y 
consiguiente producciôn de aflatoxinas se produce a bajas 
temperaturas, no suele acompaRarse de esporulaci on, 1o que 
résulta en un mayor riesgo para el consumidor, por no hacerse 
distinguible de otros hongos no micotoxicogénicos (256, 381).
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I.2.C.2. Humedad (actividad de agua)
Para Austwick y Ayerst, este es el factor mas importante en 
el crecimiento y producci on de aflatoxinas por A.f1avts 
(18). En general, se puede decir que dentro de cierlos
limites un incremento de la humedad daria lugar a un nas 
répi do crecimiento y consi gui entemente a una mayor producciôn 
de aflatoxinas (245).
El mini mo de producciôn de aflatoxinas se si'ûa
aproximadamente en una aw de 0.83 a 0.68, depend!eido
fundamental mente de otros dos factores muy importantes; la
temperatura y el substrato (87, 95, 129, 179, 188, 233, 2‘B, 
294, Hunter citado en 145).
1.2.c.3. pH
En la blbli ografia consultada se ci tan distintos val ores de 
pH como o'ptimos para la producciôn de aflatoxinas.
Lie y Marth (199) estudi aron la i nf1uenci a del pH sobre 1 a 
producciôn de aflatoxinas en queso Cottage situado a 
distintos val ores de pH. Cuando uti 11 zaban aci dos o alcalis 
inorgani cos para ajustar dicho pH, A^ _f l_ayus f ué capaz de 
i ni Clar su crecimiento en un rango de pH de 1.7 a 9.14,
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Si endo opti mo entre 3.42 y 5.47. En cambio, cuando utili zaban 
aci do lactico o hidrôxido amônico, el crecimiento unicamente 
se producia en val ores de pH de 3.13 a 5.90, aunque no es 
aventurado supoher que la inhibiciôn en este megundo caso no 
solo se debiô al factor pH.
Agnihotri (3) observe un pobre crecimiento de A^fl_ayus a pH 
demasi ado aci dos ( 2 - 4 )  o demasi ado al cali nos (10 - 12), 
af i rmando que en general 1 os medios al cali nos no son
adecuados para la producciôn de aflatoxinas.
Para Buchanan y Ayres (47) si bien el maximo crecimiento
fungico se produce a un pH i ni ci al de 5, la maxima producciôn 
de aflatoxinas por uni dad de crecimiento se produce entre 6 y 
7. Estos val ores se muestran de acuerdo con 1 os de Reddy et 
al. (291).
Otros val ores descri tos como ôptimos por distintos autores 
han si do 4.5 (363) , 6.5 (56), 4 (165), entre 4 y 6 (219),
entre 5 y 6 (295).
Para Davis et al. (88) el pH inicial del medio, siempre que
se encuentre dentro de ciertos limites, no ejerce una 
inf1uenci a significative tanto sobre la producciôn de 
aflatoxinas como sobre el crecimiento. Esto tambien fue
indicado por Holmquist et al. (145).
Se ha descri to también que el efecto del pH esta i nti mamente
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relacionado con la composi ci on del medio, por 1o que el pH 
inicial para la producci on optima de aflatoxinas deberia ser 
determinado para cada tipo de substrato (47, 48).
Como en el caso de la temperatura, se han descri to
di ferenci as en cuanto al pH opt i mo de producci on de las 
di sti ntas aflatoxinas; asi Buchanan y Ayres (48) observaron
que a pH inferior a 6 se veia favorecida la produccion de
aflatoxina B , mi entras que a pH superior a 6 seria la
produccion de G la favorecida. Un pH inicial de 3 parecio 
estimular la producciôn de y G^ ,^ mi entras que val ores
1 ni ci al es de 7 y 8 deprimian la producciôn de Bg. Este 
fenômeno podria estar rel aci onado con la disminuciôn en B.^ y 
por su conversion a Bgg^  y Ggg^ debi do a la aci dec del
medio, incrementandose por tanto 1 os val ores relatives de Bg
Y ^2'
Para la mayoria de 1 os substratos el pH no tendria demasiada 
1mportanci a, toda ver que una ver i ni ci ado el crecimiento del 
hongo se origina una modi f i caciôn del mismo, en la mayoria de 
1 os cases haci a la neutralidad, aunque ésto logicamente
oepender a mucho de la composicion del medio y de 1 os
metabolites producidos por la cepa de que se trate (199). Por 
contre. Davis et al. (88) indicaron que el pH final se 
aprox i mari a a 4, y para Mateles y Adye (221) llegaria a 
2.1-2.3.
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I.2.C.4. Factores nutri ti vos del medio
La mayoria de 1 os autores coinciden en senalar que la 
producciôn de aflatoxinas es mas abundante en substratos con 
elevados niveles de carbohidratos, inhibiéndose por otra 
parte par ci al o total mente la producciôn de uno o mas enz i m,as 
necesarios para la sintesis de aflatoxinas cuando se cultiva 
ûi2 S2 êsi.tiçus en un medio conteni endo sol amente peptona y 
sales minérales; al transferir este cultivo a un medio con 
glucosa, la produce i ôn de aflatoxinas se normali zô (1). Por 
tanto, la glucosa parece jugar un papel importante en la 
i nducci ôn de la via enzimatica responsable de la biosîntesis 
de estas mi cotoxi nas (2).
De todos (Tiodos y a pesar del indudable papel de 1 os
carbohidratos en la sintesis de aflatoxinas (335), se ha 
comprobado que un insufici ente aporte en Nitrogeno o algunas 
sales minérales puede produc i r un efecto negativo en la 
sintesis de estas toxinas (394).
En cuanto al tipo de fuente hidrocarbonada, si bien
determinados autores han indicado la muy baja o nul a
producciôn de af 1 ato): i nas cuando se utiliza la lactosa como 
uni ca fuente de Carbono <1, 55, 331), Bassir y Adekunle (24) 
consi guier on una abundante produce i ôn de B^ uti1i zando la 
lactosa como unica fuente de Carbono.
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I.2.C.5. Atmosfera
En lineas general es la mayoria de 1 os autores se muestran de 
acuerdo en serial ar que A. f 1 avus y A. parasiticus son 
hongos aerobios, con una fuerte dependencia en cuanto al 
oxigeno se re-fiere, con 1 o que una baja concentraci on de Og 
y/o alta concentraci on oe otros gases puede deprimir el 
crecimiento -fungico y la for mac i on de aflatoxinas (59, 129). 
Asi, Sanders (311) descri bi o que altos niveles de COg 
(20-40%) uni do a una baja humedad relati va (66%), prevenian 
la producci on de aflatoxinas en cacahuète. Para Landers et 
al. (195) un 20% de CO2 en 1 a atmôsfera deprime marcadamente 
la producciôn de aflatoxinas.
En general pues, puede decirse que i ncrementando la 
concentraciôn de COg, di smi nui râ la producciôn de aflatoxinas
(332).
A pesar de todo 1o apuntado, ciertos autores han descri to que 
A^ _f l_ayus es capaz de madurar en 3 dl as en anaerobi osi s (75), 
y que condici ones practicamente de anaerobi osi s favorecer1 an 
la sintesis de aflatoxinas. Para Shih y Marth (335) esto 
podria ayudar a expli car por que el maximo nivel de 
aflatoxinas aparece en un medio con una al ta concentracion de 
glucosa, toda vez que en estas condi ci ones el hongo 
probablemente désarroi 1arI a un modo menos aerôbico de
metaboii smo en respuesta al exceso de glucosa.
Buena prueba de estas posturas contradictorias es la
controversia ex i stente sobre si el mantenimiento de un
cultivo de cepas af1atox i cogéni cas en agi taci ôn (1o que
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produciria una mayor aireacion) favorec* o no la producciôn 
de aflatoxinas. Esto parece dependiente del medio de cultivo 
utilizado, debido a 1 as contradicciones entre trabajos de 
distintos autores. Unos indican que el cultivo en agi taci ôn 
favorece dicha producciôn (138, 142), mi entras que para otros 
es equiparable (219) y para algunos otros se producen niveles 
i nferi ores (334, 336).
I.2.C.6. Luz
La influencia negativa que sobre la producciôn de aflatoxinas 
tiene la luz ha si do descri ta por varies autores. Asi, Joffe 
y Lisker (165) consi gui eron la producciôn de 5 veces mas 
aflatoxinas en ausencia de luz.
Otros autores, sin embargo, no han comprobado este efecto 
negative (293). Masimango et al. (219) indican que de 5 
cepas, soio una produjo una mayor cantidad de aflatoxinas en 
ausencia de luz.
Bennet et al. (28) consideran este factor como dependiente de 
la temperatura. Asi, a temperatura ôptima de crecimiento 
(25-30 * 0 ,  el peso de micelio seco es mayor en presenci a de 
luz que en la oscuridad. A temperatura menos ôptima (20—40*0 
el crecimiento es mayor en oscuridad que con luz. En cuanto a 
la producciôn de aflatoxinas, a 30 y 15*C es superior en
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oscuridad, mientras que a 20 y 25*C se produce una mayor 
cantidad en presencia de luz.
Tambien debe tenerse en cuenta la acciôn que la luz solar 
tiene sobre las aflatoxinas ya formadas, acciôn que ha si do 
descri ta por varios autores, y que se deberia
fundamental mente a la radi aci ôn ultraviolets de la luz solar, 
que actuarIa favoreciendo la hidrôlisis de estas moléculas 
(151, 201).
I.2.C.7. Cloruro sodico
Se puede considerar que un elevado contenido en Cloruro 
sôdico 1i mi tari a el crecimiento del hongo y por tanto la 
producciôn de aflatoxinas. Se ha comprobado que dicha 
producciôn se reduce notablemente si el porcentaje de ClNa en 
el substrato alcanzà el 4%; si llega al 6% resultari a incluso 
afectado el crecimiento del hongo, reducci ôn que llega a ser 
muy notable con un 10%, para producirse la inhibiciôn total 
del crecimiento con el 14%; Si n embargo, se ha descrito que 
la incorporaciôn al substrato de pequenas canti dades de esta 
sal tienen un efecto positivo sobre la producciôn de 
aflatoxinas (331).
Debemos hacer referenda al hecho de que el conteni do en sel 
de la mayoria de 1 os quesos se encuentra entre el 0.7 y 2%,
— 69 —
niveles que no solo no inhiben, si no que incluso estimulan la 
producciôn de aflatoxinas. No debemos consi derar por tanto la 
sal como el factor limitante de la producciôn de aflatoxinas 
en el queso (174, 275, 331).
1.2.C.B. Sustanci as anti fungi cas
Son muchas las sustanci as inhibi doras del crecimiento fungico 
que se han ensayado por la industrie con el fin de limiter la 
invasion por hongos de 1 os ali mentos y la consi gui ente 
sintesis de micotoxinas. En lineas general es, nos ceniremos a 
1 as principalmente uti1izadas por la industrie quesera, con 
la doble finalidad estética y sanitaria.
- El aci do sôrbico es un antifûngico muy utilizado en la 
industrie quesera que provoca una pérdida de viabilidad de 
las esporas de 5^ _garasi_ti_ÇüS , pero que a pesar de reducir 
el crecimiento del hongo no parece afectar su capacidad para 
sintetizar aflatoxinas (11, 279, 405). En general, 1 os 
sorbatos retardan el crecimiento de hongos ai si ados de quesos 
(55), pero la mayor parte de 1 as cepas son capaces de crecer 
en presenci a de 0.3% de sorbato potisico.
- Los propionatos son utilizados a una concentracion 
final de 0.1 a 0.3 % (55).
Tanto 1 os propi onatos como 1 os sorbatos se muestran efecti vos
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uni camente cuando la contami naci ôn -fungica es 1 i géra.
- La pimaricina ha si do muy empleada por la industri a 
quesera para eliminar 1 os hongos de su superficie (55). 
Uni camente résulta eficaz si se utiliza antes del i ni ci o del 
crecimiento del hongo, pues en otro caso no afecta a la 
capaci dad de este para produci r aflatoxinas (186). A .f1 a vu s 
résulta parti cularmente sensible a la acciôn de este 
antifûngico (92).
I.2.C.9. Fenomenos de competenci a microbiana
Los substratos natural es 1ôgicamente no se encuentran 
contami nados por una sol a especie microbiana, si no que existe 
una poblaciôn muy heterogénea que compite por ese substrato. 
En el caso que nos ocupa, producciôn de aflatoxinas en 
productos 1 âcteos, este fenômeno de competi ci ôn tiene una 
enorme importancia, toda vez que A.flavus y A.parasiticus 
resultan ser mal os competi dores, siendo rapi damente inhibidos 
por otros hongos. Por otra parte, debe tenerse en cuenta la 
poblaciôn bacteri ana que normal mente poseen 1 os productos 
1 âcteos, que pueden actuar directamente sobre el hongo, o 
sobre 1 os metaboli tos por él produci dos.
A) Fenômenos de competencia se producen tanto con hongos 
pertenecientes a otros gêneros, como con las diversas
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especies del Genero Aspergj11 us e incluso entre cepas de 1 a 
misma especie.
Asi, se ha descrito un efecto competitive entre cepas 
af1atoxicogeni cas y no af1atoxicogénicas de A.f1avus , que se 
traduce en bajos o nul os niveles de producciôn de aflatoxinas 
(371).
Dentro del Género Asoerqi11 us , la especie descrita con un 
mayor efecto inhibidor del crecimiento- y producciôn de 
aflatoxinas es A^niger (129, 147, 214, 243, 371). Este
efecto inhibitorio parece causado por la disminuciôn del pH 
del substrato desde un valor de 5.9-6.2 a 2.B-3 tras 7 dlas 
de incubaciôn, pH suficientemente bajo como para inhibir la 
producciôn de aflatoxinas (73, 147). Asi mi smo, se ha descri t o
la capaci dad de A^n^ger para degradar las aflatoxinas ya 
formadas (215, 371, Ashworth et al. citado en 394). Por 
contra, para otros autores esta capaci dad de degradaclon de 
aflatoxinas por A^ni_ger no existe (147).
Dtras especies de Asoergi11 us en las que se ha descrito un 
efecto inhibidor son A. oryz ae (211), A.sydowii y
Af.çlayatus (214).
A^ _f l^ ayys también résulta parci al mente inhibido por
EëDiÇllLiufD SBi y por tanto, reducida la producciôn de
aflatoxinas (129, 394). Se ha descrito que en presenci a de 
Ez.Cybrum y F% ^ taU i_çum en un pri nci pi o se produce una mayor
cantidad de estas toxinas (a 1 os 3 dlas), pero después se va
degradando la tox i na formada. A mayor inôculo de Pen i ci 1 1i um^
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mayor efecto negati vo se produce (4). Otra especie inhibi dora 
es P.funiculosurn (214).
Por contra, se ha comprobado que P.purpurooenum o su 
metabolito la rubratoxina, pueden favorecer la producci on de 
aflatoxinas por ft.parasiticus incluso aunque el crecimiento 
pueda ser inhibido en parte (241).
Se ha descrito, en mayor o menor medida, el efecto inhibidor 
sobre la producci 6n de aflatoxinas de Rhizoous so. (243),
Stachybgtrys atra , Irichoderma_yij:ide , Fus^Lum_gxysBorum
(214) , Rh i z OP us__ni qr icans y Sac ch aromvc es_cerevi si ae
(390).
B) En cuanto a la acciôn de las bacteri as lacticas, se 
han comprobado dos tipos de fenômenos: por una parte pueden 
crecer de forma competitiva con A.flavus y A .p ar as11 i c us , 
dando lugar a una menor producci on de aflatoxinas (101, 103, 
398). Por otra parte, no solo se ha descrito este efecto 
inhibitorio por parte de ciertas bacteri as como
Stregtgçgççus laçt is y Laçtgbaçi_ll_us_çasei , si no también
la capacidad que alguna de el1 as tienen de degradar las 
aflatoxinas ya formadas, como ocurre con S.1ac t i s (76) y 
Lz_Blantarum (4).
En un cultivo mixto de §-.iâ£ti* y A. f lavus , se produ jer on 
muy bajos niveles de la tox i na tras 15 dias de i ncubaci ôn,
aunque el grado de crecimiento (expresado como peso de
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micelio seco) fue similar al de un cultivo puro de A,.f 1 avys 
(76). Dentro de estas mismas experiencias se conluyô que 
Sj^ l_açt^ s sécréta un compuesto al medio que es capaz de 
inhibir la sintesis de aflatoxinas; este producto es 
dializable a partir de cultivos de S.1acti s . En un 
pri nci pi o se pensé que este compuesto podria ser el aci do 
lactico, pero se comprobô que A.flavus era capaz de
producir la toxina en medios suplementados con aci do lactico. 
Por el contrario, Wiseman y Marth (396) observaron mayor 
cantidad de aflatoxinas en cultivos mixtos de A.parasi tieus 
y S^_laçtis que en culti vos pur os de la cepa tox i cogéni ca. 
Por otra parte, al inoculer conjuntamente A^garasiti_çus y 
LiÇasei , el crecimiento inicial del hongo fue mâs répido, 
pero el total de aflatoxina producida fue comparable a la 
produci da por el hongo en cultivo puro. Si n embargo, si se 
hace crecer durante 3 dias L.casei antes de 1 a i noculaci ôn 
del medio con A^garasi_tLçus, el crecimiento de este y la 
producciôn de aflatoxinas résulta considerablemente inhibida.
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1.2.d. Determi naci on de aflatoxinas y en muestras
comerciales de productos 1acteos
A 1o largo del presente capitulo, haremos un segui mi ento de 
1 os distintos trabajos que han i do apareciendo en la
literature sobre la presenci a de aflatoxinas en productos 
1 acteos, cuando êstas proceden del crecimiento directe del 
hongo sobre ell os, y no como consecuenci a de la
metabolizacion de 1 as mismas por un animal productor de leche 
para dar lugar a la aparicion de sus metabolites hi droxi1 ados 
en la misma.
Se han 11evado a cabo distintos estudi os obteniendo como 
resultado la ausenci a de muestras de queso positivas a la 
presenci a de aflatoxinas B o G (70, 114, 136, 179, 205, 273, 
299, 329, Bulinski citado en 338, Laub y Woller citado en
338 ) .
En la tabla 1.3 se muestra un resumen esquemâtico de 1 os
distintos muestreos que han dado resultado positivo de
apariciôn de aflatoxinas B o G en productos 1âcteos 
comerci al es.
Kiermeier (170) descri bi 6 la detecci 6 n de aflatoxina G^ en 
muestras comercial es de queso Parmessano y Emmental, si n 
indicar porcentaje ni amplitud del muestreo.
Tabla 1.3 .— Determinaciôn de aflatoxinas B y G en muestras comerciales
de queso
Tipo de 
queso
Muestras
p o s itiv a s Observaciones Autores
Parmessano
Emmental
7
7
G]
K ierm eier, 1970
Emmental 4 de 40 B]  ^S,
Gouda 2 de 6 Gl
T i l s i t 9 de 47 h  * G;
Edam 3 de 29 B,.Gi
E d e lp ilz 1 de 6 Bl
Jerome
Cheddar
1 de 4 
1 de 5
Bl
Bl ^  Gl K ierm eier y Bohm, 1971
Esrom 1 de 2 Bl ^  Gl
Raucher 1 de 2 Bl
Romadur 3 de 27 Bl + Gl
Parmessano 1 de 1 Bl
Romadur 7 de 34 Bl + Gl
T i l s i t 1 de 1 4 a f l.p r in c ip a le s  K ierm eier y  B ehrinoer, 
1972
Queso pare fu n d ir 2 de 115 Kierm eier y Rumpf, 1975
No e s p e c ific a 3 de 90 Jacquet e t a l . ,  1970
No e s p e c ific a 7 de 26 15 )ig/Kg Bl Paul e t  a l . ,  1976
No e s p e c ific a 2 de 248 1 pg/Kg- Bl 10.6 ^g/Kg Ml B o u tr if  e t a l . ,  1977
Domi a t i  
Res
4 de 81 
8 de 52
25 ;jg/Kg Bi y Gi 
20 >jg/Kg B l, Bg y G
Bahrous e t a l . ,  1980
No e s p e c ific a 2 de 8 4 a f l .p r in c ip a le s Parvaneh et a l . ,  1962
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Kiermeier y Bohm (176) 1 leveron # cabo un amplio estudio
sobre distintos tipos de queso, encontrando presenci a de 
aflatoxinas en distintos niveles en 34 de 222 muestras, 
correspondientes a distintos tipos de queso: Emmental, Gouda, 
Tilsit, Edam, Edelpilz, Jerome, Cheddar, Esrom, Raucher, 
Romadur y Parmessan. A este respecto convi ene destacar, que 
como hemos indicado en el capitulo correspondi ente, la 
producciôn experimental de aflatoxinas sobre queso Romadur no 
ha podido ser demostrada, 1o que da cierta contradicciôn a
estos resultados en que se produjo la detecci ôn de las
toxinas en condi ci ones natural es.
Kiermeier y Behringer (173) en un estudi o realizado sobre un 
queso comerci al de tipo Tilsit identificaron 3 tipos de
aflatoxinas: B.| , & 2 y G<| . Debe resaltarse que este queso
aparentemente no mostraba contami naci ôn por hongos, y que por 
supuesto no habia si do contami nado artifici al mente. Al 
procéder al troceado de este queso, se encontraron 46 
porci ones positivas a B^, S a B2 y 2 a G^. Es de destacar que 
aparecieron aflatoxinas en el centro del queso, sugi ri endo 
que hablan si do produci das en ese lugar, cuando en 
condi ci ones experi mental es no se ha descrito crecimiento de 
Asperoi11 us en el interior del queso.
Kiermeier y Rumpf (183) anali zaron 115 muestras comerci al es
de queso para fundir, de las que sôlo dos contenian
aflatoxinas, aunque no especi f i can cual de el1 as.
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Jacquet et al. (150) describieron la identificaciôn de
aflatoxinas en 3 de 90 muestras de queso.
Paul et al. (264) en queso sin especif i car llevaron a cabo un 
estudi o de 26 muestras, describiendo un 23.1% de positivas, 
con un nivel medio de de 15 pg/Kg; & 2 y sôlo fueron
detectadas en el 3.87. de las muestras, y 8 2  y M., en ninguna.
Boutrif et al. (39) en queso (si n especifi car tipo)
encontraron 2 muestras positivas de 248, con un nivel de B<j 
de Ipg/Kg.
Mahrous et al. (210) detectaron aflatoxinas en muestras 
cornerci al es de queso Domi ati y Ras. En el primero, de 81 
muestras, el 4.9% resultaron ser positivas. En queso Ras, de 
52 muestras el 7.7% fueron positivas en 1 a porciôn central 
del queso, y el 15.38% en 1 a corteza.
Bul1erman (55) en queso (sin especificar tipo), encontre una
muestra positiva a B., .
Parvaneh et al. (257) encontraron en queso (si n especifi car 
tipo), 8 muestras positivas a aflatoxinas.
Con respecto a otros productos 1acteos distintos del queso, 
Sharmanov et al. (328) ai siaron aflatoxina B^ en 10 muestras 
de leche desecada y reconsti tui da, en niveles de 0.1-0.5
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pg/1 , 1o que fue atribuido al incorrecte almacenaje de dicho
producto lâcteo.
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1.3. TECNICAS DE DETERMINACION DE AFLATOXINAS EN LECHE Y 
PRODUCTOS LACTEOS
Las aflatoxinas B y G no suelen encontrarse en condi ci ones 
natural es en leche, y por tanto son pocos 1 os metodos
analiticos descritos para el1 as, aun cuando en ciertos
productos 1 âcteos, como el queso, se hace necesari a su 
determinaciôn. En general, podemos consi derar que la mayoria 
de 1 os métodos descr i tos para M.^ son vâlidos también para 
esas aflatoxinas.
Otro punto a consi derar es que métodos vâlidos para un 
producto lâcteo, pueden no serlo para otro; esto sucede 
fundamental mente en el queso, ya que debido a su gran
conteni do en grasa, pi gmentos y otras sustanci as produci das 
en la maduraci ôn dificultan notablemente la extraccion y 
purificacion de las muestras con aflatoxinas (170).
La aflatoxina M.j normal mente se encuentra en leche en muy 
bajos niveles: como consecuenci a de ello, es preciso
consegui r una técnica con un limite de detecci ôn mini mo de 
0.1 a 5 ppb, e incluso inferior. De aqui, que 1 os métodos 
deban ser muy sensibles para poder determiner esas cantidades 
minimas de aflatoxina . Ademâs, 1 os métodos analiti cos deben 
cumpli r las caracteri sti cas de rapidez, economia y precision 
si han de ser utilizados de forma rutinaria en el anâlisis de
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alimentos. Es a menudo di fî ci 1 aunar todas «sas 
caracterlsticas en una sola tecnica, y por tanto, alguna de 
el las debe ser sacri-ficada en benef icio de otras.
Ex i sten basi camente 2 tipos de metodologfas que han si do 
désarroi Iadas para el anali si s de aflatoxinas: metodos
biologicos y metodos -f i si coqui mi cos.
1.3.a. Anali si s biologico
Se trata de técni cas semi cuanti tati vas basadas en el e-fecto 
de 1 as af1atoxinas sobre un organisme o tejido. Debido al 
bajo nivel en que se encuentran normal mente 1 as aflatoxinas 
en 1 os productos lacteos, esta metodologia no es normal mente 
empleada para estos alimentes.
Dentro de estos metodos bi ol6 gi cos citaremos 1 os mas 
si gnif i cati vos:
- Test sobre embrion de polio: Es un método simple, 
reproducible y sensible. En embriones de polio de 5 dias se 
pueden detectar canti dades tan bajas como 0.3 pg de 
af1 atoxina , muy inferior a la detectada en otros tests
biologicos. La sensibilidad a las aflatoxinas disminuye 
rapidamente con el incremento de edad del embrion (271).
— 01
- Test sobre patitos de un dîai Ha si do ampllamente 
utillrado, mâs que por la investigacion del efecto létal, por 
la produce!on de cambios dégénérâtivos en el higado, 
representados por la proliferaciôn del conducto biliar. Esta 
respuesta puede apreci arse pocos dias después de la 
apii caciôn de una dosis uni ca de aflatoxinas. Su 
inconvénients es que esta es una reacciôn no especî f ica, que 
puede ser provocada por muchos toxicos. La minima 
concentracion de aflatoxina requeri da para producir
proliferaciôn del conducto biliar ha sido fijada en 40 pg/Kg 
(129).
Test sobre larvas de crustâceos: Artemia salina es
un crustaceo de aguas salobres que ha si do muy utilizado en
la deteccion de aflatoxinas, 1o que ha sido facilitado por su
bajo coste. Una cantidad de aflatoxinas de 0.5 pg/ml provoca
la muerte del 60% de las larvas, y si se api ica el doble se 
afecta el 90% (46).
- Test sobre culti vos celui ares: Se basa en el efecto
mi t6 ti co que sobre distintos tipos de culti vos celulares
ejercen las aflatoxinas. Principal mente se utilizan células 
de hi'gado, ri Mon o f i brobl astos.
- Test sobre bacterias: Se basa en la inhibiciôn que
sobre el crecimiento de algunas bacteri as ejercen las 
aflatoxinas. De 329 mi croorgani smos investigados, fue el 
Baçj.l_l_us meo at er ium el que présenté una respuesta mas
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sensible frente a 1 as aflatoxinas (62). Por esta tecnica se 
pueden evidenciar hasta 1 pg de (74).
- Test sobre trucha arco iris: Se basa en la 
susceptibi1 idad que tienen estos peces para contraer cânceres 
pri mari os de higado cuando se les administra una dieta con 
aflatoxinas. Se pueden detectar por esta metodologia 
concentraci ones de hasta 20 jag/Kg de B^.
- Test sobre rata; Se trata de un animal solo 
moderadamente sensible a las aflatoxinas, por 1 o que no es 
muy utilizado como test biolôgico.
Test sobre monos; Constituyen el mejor modelo para el 
estudio biolôgico desde el punto de vista de extrapolaciôn de 
datos de toxi ci dad al hombre, aunque su elevado coste no hace 
prâctico su uso como método biolôgico de deteccion de 
aflatoxinas.
1.3.b. Analisi s Fi si co-qui mico
Estos métodos se basan en la observaci 6 n de una
caracter1sti ca f f si ca o quimica de las aflatoxinas, que
résulta medible. con objeto de poder llevar a cabo su
cuantifi caciôn. Ejemplos de estas son la absorci 6 n de la 1uz
ultravioleta, la f1uorescencia o el cambio de color cuando se
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produce una reacciôn quimica. La intensidad de la 
fluorescencia es proporcional a la cantidad de aflatoxinas 
presente en una muestra, y es el caracter mas utilizado para 
i denti f i car y cuanti fi car estos compuestos tôxicos.
La gran mayoria de 1 os métodos cuantitativos para aflatoxinas 
incluyen una serie de etapas comunes: (a) Toma de muestras;
(b) Extraccion de las aflatoxinas; (c) Limpieza para eliminar 
lipidoB y sustanci as interferentes en general; (d) 
Separacion; (e> Cuantificaciôn. Los di versos métodos 
descritos en la literatura di fieren en alguna de estas 
etapas, pero pueden ser idénticos en otras.
I.3.b.l. Cromatograf1 a en Capa Fina (CCF)
Las principales di ferenci as entre las diversas metodologfas 
descri tas se sitûan en las etapas anteri ores a la CCF en si. 
Los pri meros métodos descritos (107, 149, 297) uti1i zaban una 
mezcla acuosa de un sol vente organico para extraer laM^ de 
la leche. La extracci on va seguida de la precipitaciôn de las 
proteinas, desengrasado con hexano, solubi1 izaciôn de la 
en cl oroformo, y en muchos de el1 os limpieza por uti1 izaci ôn 
de una columna cromatograf i ca. Posteri ormente la es
separada y cuanti f i cada uti1i zando CCF.
Stubblefield et al. (356) evaluaron varios de esos métodos y 
encontraron como mâs apropi ado el de Jacobson et al. (149):
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otro método muy similar fue désarroi 1 ado por Pons et al., del 
cual se estableciô un estudio colaborati vo (277), siendo 
seleccionado como ofi ci al por la Asoci acion Americana de
Quimicos Anal 1ti cos (ABAC). Este método tiene la ventaja de 
que puede ser utilizado para di versos productos lacteos,
permitiendo un limite de deteccion de 0.1 ppb. Estos estudios 
colaboratiVOS se basan en que anali stas de distintos
1 aboratori os determi nan las aflatoxinas uti1 izando el mismo 
metodo y muestras del mismo alimento, 1 o que sirve para 
formar un juicio de valor, sobre un método determinado, y
hacer recomendaciones de su uti1idad (52).
Schuller et al. (324) désarroi1aron un metodo basado en la
uti1i zaci on de Celite, con désarroi1o bidimensional, y que 
alcanzaba un limite de detecciôn de 0.05 ppb.
Tuinstra y Bronsgeest (372) uti1izaron un procedimiento de 
limpieza en columna cromatograf ica, con desarrol1o 
bi di mensi onal, con un limite de deteccion de 0.004 ppb. 
Debido a este bajo limite de detecci ôn y a su mini mo grado de 
error consti tuye una buena alternati va al método de Pons et 
al. (277).
Stubblefield (353) descri bi ô un método que utiliza un 
procedimiento de extracci ôn di recta de de la leche con
cloroformo: el proceso de limpieza y desengrasado se reali za
en una columna cromatograf ica. El limite de detecci ôn es 0.1 
ppb, superior al de Schuller et al.(324) y Tuinstra y
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Bronsgeest (372), pero que present* la vent*ja de su rapidez. 
Este método, tras estudio colaborati vo entre di versos autores 
(357), fue admitido como oficial por la ABAC (16), y escogi do 
como método de referenci a por la Union Internacional de 
Oui mi cos (IUPAC). Ajustando los volumenes en este método se 
puede llegar a determinar 0 . 0 1 ppb (61).
Un factor comûn que constituye un problem* en todos estos 
metodos es el grado de recuperaci 6 n de M.,. Los sol ventes 
uti1 i zados para la extracci on de la toxina a menudo 
establecen una di ferenci a apreci able en esta recuperaciôn, 
posi blemente porque la toxina puede ser "secuestrada" o puede 
i nteraccionar con distintos componentes de los productos 
lâcteos, principal mente la caseîna, que hacen dificultosa su 
extracciôn. A pesar de esto, en la actualidad, la metodologi a 
de CCF es la mâs utilizada para el anali si s de aflatoxinas en 
los distintos 1 aborator i os del mundo.
1.3.b.2. Cromatograf i a Liquida de Al ta Eficacia (CLAE)
Esta metodologia en general tiene la ventaja de ser mâs 
sencilia y râpida, y dar resultados mas homogéneos que la 
CCF, pero tiene la desventaja de ser mucho mâs costosa.
Winterlin et al. (396) descri bi eron un método râpido capaz de 
detectar 0.1 ppb. Este procedi mi ento incluye la separaci ôn de 
la M-f por tansf erenci a direct* de 1 0 ml de leche a una
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columna Seo-Pack-CIG. La es el ui da de esta columna con un 
sol vente apropi ado, diluida a un volumen conocido e inyectade 
en CLAE. La separacion se real ira uti 11 zando una col u/nna de 
fase reverse, y la cuantificaciôn se lleva a cabo por medida 
de su -f 1 uorescenci a.
Blanc (33) désarroi 16 un método con 0.05 ppb como limite de 
deteccion. Beebe y Takahashi (26) uti1izaron por primera vez 
el aci do tri f 1 uoroacéti co como peso previ o para transformer M.| 
en y que pueda asi ser detectada con mayor f aci11dad, con
un limite de deteccion de 0.3 ppb. Fremy y Boursier (116) con 
un método parec1 do consiouen 0.05 ppb.
33- V CLAE se complementan en el analisi s de aflatoxinas en 
leche y productos lacteos, siendo la primera preferible
cuando se trate de muestras de distinto origen, y la segunda
cuando 1 as muestras sean uni formes (212). Aunque CLAE es mâs 
exacte que CCF, pierde una o mâs de 1 as si gui entes
caracteristicas: economia, rapidez, porcentaje oe
recuperaci ôn o limite de deteccion <4Ci6).
I.3.C. InmunoanaliSI s
Esta metodologî a se basa en la i nteracci on de 1 as aflatoxinas 
con un ant1cuerpo espec i fico, obtenido normal mente en 
conejos. En este apartado se incluyen el Radioinmunoanâlisi s
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( RI A ) y el Enz i moi nmunoanâli si * (ELISA), cuyos limites de 
deteccion son 2-5 ppb y 0.25 ppb respecti vamente. La 
si tuaci 6 n actual de estas técni cas ha sido recientemente 
revisada por distintos autores (65, 8 6 , 267).
A di ferenci a de las tox i nas bacteri anas, que suelen ser 
fuertemente inmunogéni cas, 1 as aflatoxinas son metaboli tos 
secundarios de bajo peso molecular, de aqui que no sean 
anti géni cas y deban ser conjugadas a una proteina para llevar 
a cabo la inmunizaciôn. Las aflatoxinas carecen de grupo 
réactive, por 1 o que antes de procéder a su conjugaci on a 
proteinas debe realirarse la introduce!ôn en la molécula de 
aflatoxina de este grupo reacti vo que normal mente suele ser 
un grupo carboxi 1 o. En el caso de B-y y M., se utiliza el 
Carboximetil Oxime.
Aunque la albûmina sérica bovina (BSA) es la proteina mas 
frecuentemente utilizada para la union, también pueden ser 
empleadas la gammaglobuline bovina o una proteina sintéti ca, 
la polilisina. Debemos tener en cuenta que el grupo reactivo 
puede ser i ntroduci do en di ferentes lugares de la cadena de 
la misma molécula de aflatoxinas para su posterior
con jugsciôn.
Una vez que se ha preparado el conjugado, el anticuerpo suele
ser producido en conejos por inoculaciôn de una mezcla de
conjugado y adyuvante completo de Freund en di versos lugares 
del dorso del animal.
Transcurridas entre 5 y 7 semanas de la i noculaci ôn i ni ci al, 
el suero del conejo présenta ya un titulo sufici ente frente a
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las aflatoxinas como para poder ser utilizado en su 
deteccion.
Aunque se han utilizado cabras para la producci on de 
anticuerpos frente a aflatoxinas, los titulos son mas bajos 
que los obtenidos en conejos.
Como la inmunizaciôn se ha efectuado con aflatoxina
conjugada a traves de la porci on ci clopentano de la molécula, 
los ant i cuerpos general mente reconocerân la porci ôn 
dihidrofurano de la molécula. Cuando 1 os conjugados se 
preparan a travée de la parte de dihidrofurano, tal como se 
hace en aflatoxina B2 , el anti cuerpo tiene una especi fi ci dad 
haci a el anillo ci clopentano.
Tanto RIA como ELISA se basan en la competencia de union 
entre toxina no marcada (procedente de la muestra) y toxina 
marcada (procedente del si sterna de analisis) por lugares de
uni ôn especîfi ca al anti cuerpo. En el RIA se utiliza toxina 
marcada radi acti vamente, mi entras que en el ELISA es un
con jugado to>; i na—enz i ma.
- El procedimiento RIA incluye la i ncubaci ôn si multanea 
de la muestra problems disuelta en fosfato buffer con una
cantidad constante de toxina marcada y anti cuerpo especî f i co. 
La toxina libre y la ligada son entonces separadas por una 
técni ca apropi ada, y determi nada la radiactividad. La
concentraciôn de toxina de la muestra problema se détermina
por comparaci on de los resultados en una curva standard
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estableci da previ amente con cantidades conocidas de toxina 
marcada.
- La técni ca ELISA utilizada para el analisi s de 
aflatoxinas es la denominada ELISA competitive heterogéneo, 
en que la actividad enzimâtica permanece inalterable después 
de su union a anticuerpos especîficos, con 1 o que es 
necesar1o la separacion de la forma libre y ligada de la 
toxina. Normal mente se utiliza Peroxi dasa de râbano picante 
como sistema enzimâtico.
En esta metodologîa los anti cuerpos especîficos de aflatoxina 
son primero uni dos a una fase sélida, tal como puede ser una 
microplaca. Una vez que el anti cuerpo se encuentra
revi stiendo la plaça es estable durante 3-6 meses. La plaça
debe ser lavada con buffer antes de su uso. La muestra se
incuba conjuntamente con el conjugado enzimâtico, o bien 
puede ser incubada separadamente en dos etapas distintas. La
plaça se lava de nuevo y el enz i ma residual uni do a la plaça
es entonces determinado por incubaciôn con una soluciôn 
conteni endo peroxi do de hi drôgeno y apropi ados cromôgenos 
oxi dables. El color résultante es medido
espectrofotométricamente o por comparaci ôn visual con
standards.
La tecnica ELISA es aproximadamente 10 a 50 veces mas
sensible que el RIA, y ademas, se muestra superior por cuanto 
por una parte élimina la utilizacion de compuestos
radi acti vos, siempre peli grosos, y por otra es mas râpida.
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concediéndosele un gran future como método de anali si s 
rutinario de M., <B5, 267) .
Aun cuando han sido descri tas varias técnicas de anâlisis por 
ELISA (30, 31, 119, 218, 266), en la actualidad esta
metodologî a todavîa no se encuentra plenamente désarroi 1 ada, 
no pudi endo competir todavia con 1 os métodos cromatograf i cos
(377).
I.3.d. Metodos de confirmacion de aflatoxinas
En orden a mi ni mi z ar la posi bi1i dad de descri pci ôn de falsos 
positives, debe conf i rmarse la i denti dad de la sustanci a 
1 denti f i cada como aflatoxina en las muestras i ni ci al mente 
consideradas como positivas.
El método mas seguro para llevar a cabo esta confirmacion es 
la espectroscopîa de masa de al ta resoluci ôn, pero su 
uti1 izaci ôn requiers excesi vo tiempo y ademas no todos los 
1aboratorios disponen de esta metodologia, por le que se 
pref i ere la uti1izaci ôn de técni cas qui mi cas. Un ejemplo de 
método conf i rmator i o es el de Van Egmond et al. (378), en que 
la mancha problema es deri vatizada sobre la plaça de CCF por 
la superposi ci ôn de âcido tr i f1uoroacéti co sobre el1 a,
proceso seguido de calentamiento de la plaça a 75*C para que 
se produzca la reacciôn. La naturalez a qui mi ca exacta del
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producto de la reacciôn que se forma no es bien conocida. Si 
la reacciôn se 1 leva a cabo en un tubo de ensayo, se forma el 
hemi acetal de M.,, résultante de la adi ci ôn de agua al anillo 
furano terminal. Sin embargo, sobre la plaça de CCF, el 
producto principal formado es otro, con un Rf distinto al del 
hemi acetal, y con fuertes propi edades fluorescentes que 
permi ten su identificaciôn.
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1.4. TDXICIDAD DE LAS AFLATOXINAS
La acti vi dad bi ologi ca de las aflatoxinas incluye su funci on 
como potentes toxicos, carcinogenos, teratogenos y/o 
mutagenos (130, 206).
Las propi edades toxicas de las aflatoxinas se pueden 
mani festar de diferente forma de acuerdo con una serie de 
factores, entre los que se incluyen: (a) método de estudio
utilizado, (b) dosis sumi ni strada y (c) duraci ôn de la 
exposi ci 6 n. También existe vari aci on de la sensi bi1i dad entre 
1 as diferentes especies animales. Ademas hay que considerar 
una susceptibi1 idad individual a las aflatoxinas dependiente 
no soio de la especi e y raza, si no también de la edad, sexo, 
estado metabôli co, estado nutri ci onal del individuo y estado 
sanitari o.
En la tabla 1.4 se indica una relaciôn de 1 os val ores de la 
DL50 de las af 1 ato>: i nas para 10 especi es animales.
La mayor1 a de los estudios metabôli cos y tôxicos con 
aflatoxinas se han centrado en la por ser la de
propi edades tôx i cas mâs potentes, ademâs de ser la mâs comûn 
en los productos agricoles.
Debemos tener en cuenta que cambios rel ativamente pequenos
Tabla 1.4 DL50 de la aflatoxina en distintas especies animales
Especie DL50 (mg/Kg P .V .)
Pato 0 .3  -  0 .6
Cerdo 0.6
Trucha 0 .8
Perro 1
Cobaya 1 .4  - 2
Oveja 2
Mono 2.2
Rata 5 .5  -  17.9
P o lio 6 .3
Raton 9
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en la estructura qui mi ca de la molécula modi fi can
considerablemente su actividad bi ologi ca. Asi, por ejemplo,
el di hi dro derivado de la aflatoxina , la B2 , es mucho
menos tôx ica que B.] , con un valor de DL50 en patitos de 1.7 
mg/Kg P.V. en comparaci on con los 0.3-0. 6 de la .
Se ha descri to que 1 as di ferentes especi es de animales
domésticos, entre las que se puede citar a los bôvidos, 
ôvidos, patos, pavos y polios, que consumen dosis subi étalés 
de estas toxinas durante cierto numéro de dias, désarroi 1 an un 
sîndrome tôx1 co cuya manifestaciôn mâs caracteristica es la 
lesion hepâtica que se ori gi na. La dosis total de toxina
sumi ni strada a 1o largo de los dias para conseguir esta
lesiôn hepâtica varia de 0.3 a 15 ppm (46).
Desde un punto de vista muy general, los efectos biolôgicos 
de 1 as aflatoxinas pueden ser di ferenci ados en dos grupos
( 53 ) ;
A) Intox i cac1 ôn aguda: A elevadas dosis 1 as aflatoxinas 
son hepatotôxi cas, produci endo ademâs un cuadro hemorrâgi co 
gastrointestinal que i ndefect1blemente acaba en la muerte del
animal. El cuadro sintomatolôgico suele completarse con
anorexia, pérdida de peso, decai mi ento, anormalidades
neurolôgi cas, i cteri ci a y convulsi ones. Las lesiones
hepâti cas son évidentes, presentândose el higado pâli do con
zonas de necrosis y degeneraciôn grasa. Puede haber ademas 
acumulo de 11 qui dos en 1 as cavidades corporal es y hemorragi as
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en ri non.
B) Intoxi caci ôn crônica: Las aflatoxinas son capaces de 
inducir tumores hepâticos, incluso en canti dades de pocos
microgramos. Como consecuencia de su ingestion, se produce 
una prol iferaciôn del conducto biliar con fibrosis del mismo. 
El cuadro terminal suele ser una cirrosi s hepâtica de la que 
el signo mâs caracterîstico es la i cteri ci a. Aunque el hîgado 
es el principal lugar de asentamiento de las neoplasias,
también se pueden inducir tumores en otros ôrganos, 
pri ncipal mente en el tracto digestivo y glândulas anexas 
(esôfago, estômago, duodeno, colon y gl.salivares). La 
aflatoxina parece ser que induce pri nci pal mente la
formaci ôn de tumores en ri non, 1 o que raramente produce 1 a B^  
(64) .
Por 1 as caracter:sti cas clîni cas que el consume de
aflatoxinas produce en los animales, algunos autores han 
sugerido la necesi dad de una transformaciôn metabôlica en el 
interior del organisme de la molécula de aflatoxina en otra 
que séria la verdaderamente lesiva (69). Una evidencia mâs
di recta de la e): i stenci a de este proceso de activaciôn
metabôlica se tuvo al comprobar que se produjeron derivados
radiactivos uni dos covalentemente a âcidos nuclei cos y 
proteinas del hîgado tras la admini str aciôn de B., tr i ti ada a
ratas (202). Se ha demostrado que la aflatoxina B^ requiers 
un proceso de activaciôn metabôlica por el sistema oxidati vo 
microsomal para formar una molécula activa, que se ha 
aceptado es el 8,9 epô>: i do de la B^ (en un pri nci pi o
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denominado como 2,3 epoxldo). Este compuesto puede formar 
uni ones covalentes con los âcidos nucleicos y proteinas 
nucleares, transformandolos en biolôgicamente inacti vos 
(Garner, citado en 11). Una segunda via para activaciôn de la 
aflatoxina By podria ser la transformacion en su hemi acetal, 
aflatoxina 8 2 ,^ , y fue propuesta por Patterson y Roberts 
(262). Esta molécula pierde su acti vi dad tôx i ca al ser 
sumini strada por via oral, 1 o que podria expli carse porque al 
ser una molécula que présenta una fuerte avidez por algunos 
radicales peptidicos, faci1 mente podria ser secuestrada y 
bloqueada en el tracto intestinal. La bi otransformaci 6 n de By 
a su hemi acetal es mas efecti va en el hîgado de especi es con 
una alta suscepti bi1 i dad al envenenamiento agudo por 
af1 atoxi nas.
Por tanto, aflatoxina & 2 y un hi potéti co epôxido-B^ son 
consi der adas 1 as formas activas de la molécula de B., , 
mientras que el resto de metaboli tos produci dos son 
considerados productos de detox i f i caci ôn (27).
Como hemos indicado anteriormente, se han désarroi 1 ado 
détail ados estudios sobre la relaciôn dosi s-respuesta cuando 
se utiliza B.^ como 1 nductora de tumores. Anti guos estudios 
sobre i nducci ôn tumoral , usando aprox i madamente 10 ;jg de 
por dia en ratas, hicieron pensar que esta sustanci a es el 
mâs potente hepatocarcinogeno natural act i vo por via bucal 
(11, 115).
Las otras aflatoxinas principales. G.^ , & 2  y B2 también
consideradas carci nogenos, aunque menos potentes que la .
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La admi ni straci ôn de 3 pg/ml de G,, en agua de bebida 
désarroi 1ô tumores hepâticos en 21 de 26 ratas después de que 
hablan consumi do un total de 6 mg de la toxina. 6 de esos 
animales desarrol1aron también tumores renales.
La aflatoxina también podrîa ser carci nogéni ca, hecho que
no ha sido probado concluyentemente (44). Si bien su
tox i ci dad aguda parece ser similar a la de B., (80, 132, 206,
281), su carcinogenicidad es menor (119, 263, 296, 339, 377, 
407). Este hecho parece estar relaci onado con el hecho de que
la toxicidad aguda depende de 1 a propi a molécula, que es muy
similar en ambos casos, mi entras que la carci nogeni ci dad 
dependerî a de su posi ble proceso de activaciôn metabôli ca 
(71).
Final mente indicar que se ha comprobado que las aflatoxinas 
inducen défi ciencias en la respuesta inmune. Se ha comprobado 
que estos compuestos tôxicos bloquean la producciôn de
interferon en pavos, reducen la actividad del complemento en 
cobayas, reducen la acti vi dad fagocitica de macrôf agos de 
conejo. Aparentemente ejercen sus efectos sobre la respuesta 
inmunolôgica, al menos en parte, a travée de 1 os linfocitos 
T.
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1.5. TDXICIDAD DE LAS AFLATOXINAS EN EL HOMBRE
Es obvlo que la demostraciôn de la susceptibi1idad humana a 
1 as aflatoxinas es difi'cil de comprobar toda vez que no hay 
datos sobre experi enci as toxicolôgicas en personas. Por 
tanto, 1o que se ha hecho es extrapolar los resultados de las 
investigaciones en animales al hombre. Para llevar a cabo 
estas extrapolaci ones resultan de eleccion 1 as experiencias 
reali zadas con primates. Ademâs se han realizado
observaciones muy utiles sobre la sintomatologîa que 
presentaban personas sospechosas de consumi r ali mentos 
contaminados con estas toxinas, pudiendo comprobar asî el 
efecto que désarroi 1 an sobre el organi smo humano (27).
El hecho de que muchas especi es animales sean susceptibles 
tanto de forma aguda como crônica a las aflatoxinas viene a 
evidenciar que el hombre también resultari a afectado y no 
tiene por qué constituir una excepci 6n como especi e
resi stente. Esto es parti cularmente cierto cuando se trata de
observaciones reali zadas en animales fisiologicamente 
si mi 1 ares al hombre taies como primates y cerdo.
La i nci denci a de las af1atox i cosi s en animales es mâs al ta 
que en el hombre, 1 o que tampoco es sorprendente y no 
signifies que 1 os animales sean mâs susceptibles a las
aflatoxinas que el hombre; si mplemente indica que los
animales estân mas comunmente expuestos a el1 as,
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pri ncipal mente por el ti po de ali mentos consumi dos (53)
I.5.a. Tox i ci dad aguda
5e han publicado distintos trabajos que asoci an las
aflatoxinas con la i ntox i caci 6n aguda en el hombre.
Shank (citado en S3) descri bio un caso en que 26 personas en
2 pueblos de Tai wan resultaron afectadas; se trataba de 3 
families de un total de 10 hogares. En 5 de éstos se habia 
consumi do arroz enmohecido, y miembros de la misma fami lia 
residentes en otras casas que no consumieron ese arroz no 
padeci eron la enfermedad. Se produjeron un total de 3
muertos, todos ni nos, de 4, 5 y 6 anos. Los slntomas de la 
enfermedad fueron edema en extremidades inferiores, dolores 
abdominales, vomi tos, hepatomegalia y ausenci a de fiebre. Se 
anali zaron muestras del arroz considerado responsable del 
proceso y résulté que contenia 200 pg/Kg de aflatoxina hy.
Otro caso descri to en la bibliografia se produjo en Uganda,
en el que résulté afectado un chico de 15 aMos (325), al que 
se le apreciaron 1 os mismos sîntomas del caso anterior: dolor 
abdominal, edema en las piernas, hepatomegali a y ausenci a de
fiebre. El estudio anatomo-patologi co revelô una serie de
al teraciones que incluyeron edema pulmonar, degeneraci 6n del
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musculo cardi aco, necrosis y degeneraci on grasa hepâtica. La 
dieta de este joven estaba consti tui da fundamental mente por 
torta de harina de mandioca, que se comprobô estaba
contaminada con 1.7 mg aflatoxina /Kg. La extrapolacion de
datos experi mental es obtenidos en primates, y el calculo de
la cantidad de alimento consumi do por el chico durante un 
période de varias semanas indicé que fâci1 mente podria haber 
consumi do una dosis létal. Dos ninos de la misma fami lia 
estuvieron afectados con los mi smos sîntomas, pero
consiguieron recuperarse, especulândose con el hecho de que 
habîan consumido una menor cantidad del alimento contami nado, 
estando por tanto expuestos a dosis subietales.
Estudios reali zados en Thai 1andi a mostraron que el sîndrome 
de Reye, que se produce en el Nor— Este del pais con caracter 
epi demico podrîa estar relaci onado con la ingestion de 
aflatoxinas. Se trata de una enfermedad que afecta
f undamentalmente a ni nos, y se caracterira por vomi tos, 
hipoglucemia, convulsi ones, para posteriormente entrar el 
enfermo en coma y frecuentemente terminer en muerte. El 
examen anatomo-patologico révéla edema cerebral y 
degeneracion grasa de hîgado, ri non y corazon.
En un caso fatal en un ni no de 3 anos se encontre que habîa 
ingerido sobras de arroz hervido durante 2 dîas antes de caer 
enfermo; ese arroz résulté estar enmohecido, y se comprobô 
que contenîa mâs de 10 mg de aflatoxina total/Kg.
En la autopsia de varios casos del sîndrome de Reye en 
Thai 1 andi a se ha encontrado aflatoxina B., en 1 os te j i dos en
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22 de 23 casos, resultando en 2 de el1 os el nivel de toxina 
detectado similar al de tejidos de primates a los que se 
habîa admi ni strado la DL50 (326).
En estudios efectuados con casos de cirrosi s hepâtica 
i nfanti1 en India se encontre que de 16 madrés de ninos que 
sufrî an esta enfermedad, A secretaban un compuesto en la
leche que parecîa ser B.|, y una secretaba Asimismo, se
detecto B., en la orina de los niPos cirrôticos (240) .
En un brote de afletoxicosis en India (17) se produjeron 397 
afectados, con 108 muertos. El anâlisis histopatolôgico
mostrô una extensive proli feraci ôn del conducto biliar con 
fibrosis periportal y hémorragies gastrointestinales. 
Asimismo, los enfermos presentaron un cuadro icterico, 
désarroi 1ando râpidamente una ascitis por hipertensi ôn 
portai.
Kri snhamachari (citado en 66) descri bi ô un brote epi demi co de 
hepatitis caracterizado por ictericia e hipertensiôn portai, 
y que se atribuyô al consumo de maiz. Segun cal cul os
efectuados, las personas afectadas habîan consumi do de 2-6 mg 
de aflatoxinas diarios durante 1 mes. La morteli dad superô el 
20%
Ami a et al. (citado en 69) describiô en la India un caso en 
que 20 ni nos, con una edad comprendida entre 1.5 y 5 anos, 
habîan si do ali mentados con una dieta suplementaria de 30-60g
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de harina de cacahuète, en que mâs tarde se demostro la 
presenci a de Ey en una proporcién de 0.3 mg/Kg. Se estimé que 
la ingesta diaria de aflatoxinas fué de 9-18 pg, con una 
media de 1.1 ^g/Kg P.V.. El alimento fué consumido en 
péri odos de tiempo comprendi dos entre 5 dîas y 1 mes. Estos 
nihoB presentaron un aRo después un cuadro caracterîsti co de
degeneraci én grasa en unos casos, y ci rrosi s hepâtica en 
otros.
En Senegal, Payet et al. (citado en 69) describieron que 
nihos de menos de un ano ingirieron de 70 a 140 g diarios de 
harina de cacahuète contami nados con 0.5-1 mg/Kg de 
aflatoxinas durante 10 meses, 1o cual supone una ingesta
diaria de 35-140 )jg/dîa. Uno de estos ni hos présenté 
anormalidades en la estructura de su hîgado, que persi stîan 6 
anos después.
Entre 1 os anos 1972-76, 27 ninos con edades comprendi das
entre 3 dîas y B anos mûrieron de af1atox i cosi s en 
Checoslovaquia (156); esos ni nos mûri eron de 1 dîa a 4 meses
después de la apari ci én de los primeros sîntomas de la
enf ermedad. En 4 de los ni nos se détecté en el hîgado en
cantidades de 0.8-20 pg/Kg de tejido hepâti co. En 16 ni nos se 
encontre B.j en hîgado en una proporcién de 20-2760 y»g/Kg. En 
11 no se llegé a determiner B., , mi entras que sî se detecto en 
residues de alimentes de 4 ni nos en un nivel de 120-5400 
pg/Kg. En los cereales que constituîan el desayuno de otro 
ni no se detecto hy en una proporcién de 20 jjg/Kg.
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También en Checosl ovaqui a , se detecto B.; en 1 os te ji dos de 2 
hombres con cancer de pulroôn. Asimismo, en 5 de 15 pacientes 
con cancer hepatico. La cantidad de B., en el hîgado de estos 
enfermos variaba de 0.35-5.2 pg/Kg; en uno de estos casos se
revel 6 la exi stenci a de una exposi ci 6n pofesional a
ÛSEgCaLii-yS • Sin embargo en los otros casos no se recogio 
i nformaci 6n sobre como se habîa podido producir la exposi ci én 
a B ^ .
En el tejido hepatico de 5 ninos checoslovacos muertos de 
sîndrome de Reye se détecté B.| en concentraci ones de 120-810 
pg/Kg (352). La microscopîa de f1uorescencia révélé una mayor 
f1uorescenci a en ci ertas secci ones del hîgado, principal mente 
alrededor de la periferia del espacio portai y venas
centrolobulares.
Tsuboi et al. (370) 1 legaron a detectar B<j en muestras de
suero de hombres sanos en Japén, en concentraci ones de 20-56
pg/ml.
Coulter et al. (81) i nvesti garon la presencia de aflatoxinas 
en madrés sudanesas; para el1o tomaron leche de 99 madrés, y 
en 15 de el1 as, a las que hubo de practi carsel es cesarea, 
tomaron ademas muestras de suero y grasa abdominal, para 
comprobar si 1 as aflatoxinas se acumulaban en este tejido y 
si a partir de él podîan ser 1iberadas a la leche. En cuanto 
a los resul tados, 37 de 99 muestras de leche conteni an M., , Mg 
o ambas. En suero detectaron aflatoxinas en 4 de 15 madrés, 
mi entras que no fueron detectadas en ninguna de 1 as 15
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muestras de grasa abdominal.
La sintomatologîa de todos estos casos de posibles 
aflatoxi cosi s en personas guardan una estrecha relaciôn con 
los signos clinicos de las intoxicaciones agudas en animales. 
El hecho de que suelen afectarse fundamental mente los ninos, 
sugiere que las personas jovenes serian mis receptivas que 
los adultos, como sucede en los animales.
I.5.b. Toxicidad cronica y carcinogenicidad
Junto con la problemati ca de la i ntoxi cacion aguda, existe la 
posi bi1i dad de ingestion de bajos niveles de aflatoxinas 
durante largos périodes de tiempo, qui z â i ntermi tentemente 
dependiendo de la estacion (17).
La i nci dencia de cancer pri mari o hepatico varia a 1o largo 
del mundo con mayor i nci dencia en régi ones tropicales de 
Africa, Sur del Sahara, India, Sud-Este Asi ati co, Japon y 
Fi 1i pi nas (66).
Se han 11evado a cabo estudios sobre la relaciôn existante 
entre el consumo de alimentes contami nados con aflatoxinas y 
la incidenci a de cancer hepatico en determinadas zonas del 
mundo. Estos trabajos fueron realizados fundamental mente en 
los anos 60, y han si do cuesti onados posteriormente por
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ci ertos autores, como Appleton (14), qui en pone en duda la
validez de estas extrapolaciones maternâticas a la 1uz de 1 os
nuevos conocimi entos sobre la biologia del cancer hepâtico, 
concluyendo que la ingestion de bajos niveles de af1atoxi nas 
no expli cari a adecuadamente la incidenci a de cancer hepâtico 
por cuanto in-fluyen otros f actores predi sponentes no tenidos 
en cuenta en muchos de esos estudi os, como el virus de la 
hepatitis B y la ci rrosi s alcohôlica, sobre todo en paises 
désarroi 1 ados.
En Europa y Norteamérica la mayoria de 1 os hepatocarcinomas 
tienen lugar en pacientes cirroticos. Esto ha llevado a 
pensar que la ci rrosi s predispone al carcinoma. También se ha 
sugerido que la hepatitis B juega un papel significativo en 
la 1nducci on del carcinoma hepâtico. Apoyando esta idea, en 
muchas areas del mundo donde el hepatocarcinoma es comun, hay 
un a alta i nci denci a de anti'geno de hepatitis B en 1 os 
paci entes con carcinoma. Sin embargo esta correlaci on muestra 
una considerable variaciôn a través del mundo (65).
La interpretaci on de 1 os estudi os epidemiologicos para 
establecer una posible correlaci on entre ingesti 6n de 
af1atoxinas y cancer primario hepâtico présenta una serie de 
factures compli cantes (69);
a) El desconoci do péri odo de i nducci on del hepatoma,
probâblemente largo y variable, que obiiga a la hora de 
confecci onar 1 os estudi os epidemiologicos a retrotraerse
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bastante en el tiempo, con el problema que el 1o implica de 
fal ta de datos.
b) La media de expocicion de una poblaciéh a un producto 
contaminado no re-fleja la distribucion ni el nivel de 
exposicion individual, parti cularmente cuando la pobiaci on 
objeto de estudio no es homogénea.
c) Los datos sobre identificaciôn del cancer, registre y 
censo son normal mente escasos en las zonas de mayor
i nci denci a de hepatomas.
d) No se consi deran la mayoria de 1 as veces otras 
posibles causas no bien conocidas de cancer hepâtico, taies 
como otras mi cotox i nas, o el e-fecto de la dieta como factor 
predi sponente.
Ciertos i nvesti gadores especulan sobre 1 as posibles 
concomitancias existantes entre deficiencia en piridoxina, 
personas que han consumi do aflatoxinas y el carcinoma
hepâtico en Africa, sugi ri endose que la al ta i nci denci a de 
cirrosis hepâtica y carcinoma en Africa puede ser debida a la 
si gui ente suma de factores: Por una parte dietas pobres en
piridoxina o que contienen antagonistes de la piridoxina y 
por otra dietas que esporâdicamente pueden contener 
aflatoxinas. Asi pues, la accion de aflatoxinas y la 
def i ci enci a en piridoxina pueden mostrarse como factores
si nérgi cos en la producciôn de la 1esi ën hepâtica (72).
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En pri nci pi o , 1 os estudi os epi demi olôgi cos de poblmci ones con 
una elevada i nci denci a de cancer hepâtico impiican a las 
aflatoxinas como una posible causa de esa incidencia; pero 
cuando la evi denci a se examina en detalle, se encuentran 
seri os fal 1 os en esta conclusion, e investigaciones 
adi ci onales realizadas en fechas recientes en las mismas 
areas impii can al virus de la hepatitis B como el posible 
culpable (347).
En Uganda, donde la i nci denci a de hepatocarcinomas es alta, 
1 os alimentos se encuentran fuertemente contaminados con 
aflatoxinas; ademâs, existe una distribucion geogrâfica de la 
contaminaci6n por estas toxinas de 1 os alimentos, que se 
corresponde con la incidencia geogrâfica de cancer hepâtico 
en ese paî s (5). En el périodo comprendi do entre 1966-67 se 
si guio la incidencia de hepatomas primari os en distintas 
tribus; en este estudi o se determi naron los niveles de 
aflatoxinas en 460 muestras de alimentes almacenados para su 
consumo, de las que aproximadamente el 30% contenian niveles 
détectables de aflatoxinas y el 3.7% contenian mas de 1 
pg/Kg. La incidencia de hepatomas primari os fue uniforme a 1o 
largo del pais, variando en un rango entre 1.4 y 3 casos por 
100.000 habitantes y ano, excepte en una region en que fue de 
15; en esta mi sma région, de 105 muestras de alimentes 
analizadas, 43.6% resultaron positivas a aflatoxinas, dato 
si gnifi cati vamente mâs alto que el de 1 as otras régi ones 
muestreadas. Asumiendo un consumo diario de 500 g de grano,
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la ingestion de aflatoxina per capita en esta régi6n podria 
situarse entre 0.02 y 2 mg diarios, cantidad que se sabe es 
hepatotôx ica para los primates. En otra de las régi ones, la 
contaminacion por aflatoxinas tambien fue si gni f i cati vamente 
mâs alta que en el resto del pais, pero sin embargo no 
sucedié 1o mi smo con los datos sobre incidencia de cancer 
hepâtico, que se mantuvi eron dentro de la media.
El mi smo tipo de correlaci ôn entre contaminacion por 
aflatoxinas en cacahuète y câncer hepâtico se encontre en 
Swazi1andia (Shank citado en S3). Este pequeno paî s présenta 
una muy alta incidencia de câncer hepâtico, que se cifro en 
los anos 1964-68 en 8.6 casos por cada 100.000 habitantes en 
varones y 1.6 cada 100.000 en mujeres. Se procediô a la 
realizaci on de un estudi o por Keen y Martin (citado en 395) 
para intentar correlacionar la presencia de aflatoxinas en 
cacahuète y la preval enci a de hepatoma pri mari o en 4 agréas 
geogrâf i cas del pais. De este estudi o se dedujo que le 
incidencia de câncer pri mari o hepâtico resultaba estar 
correlacionada con el consumo de aflatoxinas en las distintas 
âreas del pais, comprobândose en alguna de el 1 as que el 407. 
de las muestras analizadas contenîa aflatoxinas. Asimismo, se 
observô que la incidencia de câncer disminuia con la altitud 
a que se situaba la poblacio'n^ donde también disminuîa la 
presencia de aflatoxinas en los alimentos, probablemente 
debido a que la climatologie no era tan favorable para la 
sîntesis de estas toxinas.
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Estudi os reali zados en Kenia entre 1967 y 1970 correlacionan 
la incidencia de câncer hepâtico y contaminaci6n por 
aflatoxinas de los alimentes junto con la altitud; conforme 
se increments la altitud, y la temperatura va disminuyendo, 
el nivel de aflatoxinas en 1 os alimentes disminuye tambiân, 
asi como la incidencia de câncer hepâtico (Peers et al. 
citado en 53). En este estudio se recooieron muestras de 
orina de resi dentes en el distrito de Murang'a , en Kenia, 
donde la contaminaciôn de los alimentes por aflatoxinas es 
muy comun, encontrândose metabolites de aflatoxinas en 6 de 
81 muestras de orina. Asimismo, se encontre una correlaci ôn 
positiva entre ingestion diaria de e incidencia de câncer 
hepâtico.
En otros estudi os epidemiolôgicos realizados en Thai 1andi a 
(Shank citado en 53) se obtuvieron asimismo correlaciones 
si mi 1 ares entre ingesti ôn de aflatoxinas en la dieta e 
incidencia de câncer hepâtico en diferentes regiones 
geogrâfi cas del paî s.
En Taiwan la incidencia de câncer pri mari o hepâtico es alta 
en relaciôn a 1 os val ores alcanzados en Europa y Estados 
Uni dos. Su clima es general mente humedo y caluroso, 1o que 
f avorece el enmohecimiento de los alimentos. Asi se descri bi 6 
que muestras de arroz enmohecidas conteniendo aflatoxinas 
fueron la causa de la enfermedad de 25 personas. Esta 
descri pci ôn de Tung y Ling (citado en 395) ofrece una 
i nformaci on muy sesgada del papel de 1 as aflatoxinas en esa
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alteraclôn, aunque ha servi do a distintos autores para 
indicar el enmohecimiento de los alimentos como un factor de 
la alta incidencia de cancer hepâtico en Taiwan.
En Mozambique, de acuerdo con Purchase y Gongalves (citado en 
395) el cancer hepâtico es bastante comun en determinadas 
zonas del pais, con unos val ores aproxi mados en 1968 de 16 
casos por 100.000 habitantes en varones y 1 a 2.1 en mujeres. 
Se 11ev6 a cabo una toma de muestras de alimentos, y aunque 
el muestreo fue pequeno, hubo una mayor incidencia de 
muestras positivas a aflatoxinas en aquel 1 as obtenidas en las 
fami 1i as de las victimas de câncer.
Van Rensburg et al. (citado en 395) indican los val ores de 
câncer hepâtico en una region de este paîs, indicando que son 
los mâs elevados del mundo, con 35.5 casos por 100.000 
habi tantes/ano en 1964—68 y en 68—71 de 25.4/100.000/ano. El 
anâlisis de aflatoxinas de 880 muestras de harinas revel6 que 
el 9.3"/. conteni an aflatoxinas. El nivel de contami naci 6n 
medio fue de 7.6 pg/kg y el consumo per capita de 222.5 ng/Kg 
P.V. o 15.6 pg/adulto/dia. Segun estos datos parece ser que 
la incidencia de câncer podria ser una funciôn exponencial y 
estar 11nealmente relaci onada con el logaritmo de la cantidad 
de af1atoxi na ingerida.
En Fil 1pinas, Campbell y Salamat (citado en 395) llevaron a 
cabo un estudio entre los anos 1967 y 69 sobre la 
contaminaciôn por aflatoxinas de los alimentos. Las muestras 
que conteni an aflatoxinas presentaban una media de 155 jjg/Kg.
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Se recog1eron 24 muestras de orina de personas que consumîan 
mantequi11a de cacahuète y todas contenfan niveles 
détectables de af 1 atoxi na M<j, calculandose que la ingestion
minima diaria de para aparicion de en orina es de 15
pg.
El estado nutritive de los individuos expuestos a 1 as 
aflatoxinas puede tener influencia sobre la respuesta 
organica a la toxina, ya que los 3 factores, malnutrici on,
consumo de aflatoxinas y alta incidencia de enfermedades
hepati cas, incluyendo el cancer, suelen presentarse con una 
correlaci 6n positiva en los grupos de pobl aciôn estudiados
(53) .
A este efecto, Madhavan et al. demostraron que si se reducîa 
la ingestion de proteînas en la dieta suministrada a monos se 
i ncrementaba si gni fi cati vamente en éstos su susceptibi1idad a 
1 as aflatoxinas. Newberne et al y Madhavan y Gopalan (citados 
en 53) efectuaron observaciones si mi lares en un estudio 
reali z ado con ratas.
En 1 os paî ses désarroi 1 ados estos estudi os son mas 
problemâtiC O S .  Asî, Hamilton (135) llevô a cabo un estudio 
retrospectivo en Estados Uni dos, en el que comprobô que en el 
Sur rural se consumî a mâs maîz y cacahuètes que en el Sur 
urbano, en el que a su vez se consumî a mas que en el Norte 
urbano (maiz y cacahuètes son los alimentos que presentan un 
mayor nivel de aflatoxinas en Estados Uni dos) . De los caso^^PlU/^ 
de câncer registrados en esas zonas, se val orô concretameg
BI81 lOTECA
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el cancer hepâtico. Sorprendentemente, el Sur rural
presentaba la incidencia mâs baja de câncer hepâtico y el 
Norte Urbano la mayor. A la vista de estos resultados podrîa 
concluirse que 1 as aflatoxinas tienen un efecto protector 
frente al câncer hepâtico. Esto evidentemente no es cierto, y 
si es deducible es por la fal ta de datos.
En Estados Uni dos, Btoloff y Friedman (citado en 269) estiman
que los ni nos en comunidades rurales en el sur del pais
pueden llegar a ingerir 40 ng af1/Kg P.V. y dîa,
principal mente con el maiz. Tal nivel produciria teôri camente 
de 4 a 10 muertes de câncer pri mari o hepâtico por 100.000
habitantes al ano; la cifra real, sin embargo, es
aproximadamente 1, que incluso es inferior al de otras
regiones de Estados Uni dos, taies como Wisconsin o
California, donde las aflatoxinas teôri camente son i ngeri das 
en cantidades ins:gnificantes. Es decir, mostraron una
correl aci ôn negati va entre e>:posi ci ôn a aflatoxinas e
incidencia de câncer hepâtico.
En el caso de Estados Uni dos, al igual que en 1 os paî ses
désarroi 1 ados en general, no obstante debemos tener en cuenta 
factores taies como el alcoholismo o exposicion a
contaminantes industriales, que pueden enmascarar la accion 
tôxica de 1 as aflatoxinas (346); también, como hemos indicado 
anteri ormente, el virus de la hepatitis B.
Como otra problematica de la toxicidad de 1 as aflatoxinas en
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el nombre, Burg et al. y Sorenson et al. (citado» en 342) han 
descri to la presenci a de aflatoxinas en polvo respirable, a 
veces en concentraciones de mas de 100 ppb. Sorenson et al. 
(342) detectaron aflatoxinas en particules de polvo de maiz y 
cacahuètes contaminados. Segun estos mismo» autores, el 
conteni do en aflatoxinas del polvo es directamente 
proporci onal a la contaminacion por aflatoxinas de los 
productos almacenados. Como es 1ôgi co esperar, no se 
encontraron toxinas en el polvo de alimentos no contaminados. 
Este elevmdo contenido en aflatoxinas del polvo se puede 
expli car por la presenci a de toxina en los conidios (142). 
Asi, Wicklow y Shotwel1 (393) en un estudio sobre el
contenido en aflatoxinas de los conidios de 5 cepas de 
ûiiièyus y 4 cepas de A^Ear asi t.i gus , todas ellas 
productoras de aflatoxinas, comprobaron que contenîan una 
media de 153.000 ng/g y 27.600 ng/g de toxina total 
respectivamente.
En un estudio llevado a cabo en Holanda (Van Nieuwenhuize et 
al. citado en 53), se analizô un grupo de trabajadores
expuestos a las aflatoxinas en el procesado del aceite de
cacahuète. Los trabajadores expuestos presentaban 3 veces mas
câncer que un grupo de trabajadores control, pero el numéro
de trabajadores (60-70) fue demasi ado pequeRo como para que 
1 os resultados fueran estadî sti camente significativos. 
Muestras del polvo recogido contenî an de 1150 a 5260 ng/g con 
una media de 3850 ng/g en un lugar de la nave; y en otro de 
281 a 4640 ng/g, con una media de 2550 ng/g. Dos muestras
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recogidae durante el trasvase del allmento al camioi 
contenian 1330 y 3000 ng/g respectivamente.
Existe otro estudio relaci onando la exposicion via aerogena » 
aflatoxinas y la existenca de cancer en traba jadores en una 
planta elaboradora de aceites de productos contami nadcs 
(139). Hubo 16 muertes por cancer entre 1963-1980 de 71 
nombres empleados en 1 a planta entre 1961-1969, comparado cm 
7 muertes por câncer en 67 hombres en el grupo control . Per 
tanto, el numéro de muertes por câncer en el grupo ce 
trabajadores expuestos a aflatoxinas fue mâs alto de la 
esperado. No se detecto câncer primario hepâtico en ninguro 
de 1 os 2 grupos, pero en el grupo expuesto 2 hombres muriercn 
de enf ermedad hepâtica. 7 de los muertos del grupo expues'o 
presentaron tumores del aparato respiratorio, incluyendo 2 m  
lugares no habi tuai es como son cavidad nasal y pleura.
En este contexto, Dvorackova (citado en 395) describi ô :a 
aparicion de carcinoma celular alveolar en un i ngeni e?o 
qui mi co de 68 ahos que habîa trabajado durante 3 meses «n 
métodos de esteri1izaci ôn de harina de cacahuète contami naia 
cor. . El anâlisis cromatogr âf i co del te j i io
pulmonar demostro la ex i stenci a de una sustanci a similar a a 
af latoxina B.| .
La Agencia Internacional para Investigaciones sobre el cânc?r 
(IARC) clasif i ca las aflatoxinas como producto 2A, 1o qj® 
si gnif i ca que son probablemente carcinogenicas para 5l
-  115 -
hombre. Un reci ente reportaje del Departamento de Salud y 
Servi ci os Humanos lista las aflatoxinas como uno de los SB 
compuestoB que producen câncer en hombre, considerando a las 
personas que trabajan con este tipo de productos como 
poblaci ôn con un riesgo importante para el padecimiento de 
este tipo de procesos.
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1.6. LEGISLACION SOBRE CONTENIDÜ DE AFLATOXINAS EN ALIMENTCB
Varies son los paîses que han incorporado en su 1 egi si aci on 
distintes Reglamentaci ones sobre el conteni do max i mo de 
aflatoxinas toierado tanto en alimentas para el ganado como 
en alimentos destinados al consumo humano.
En general, pueden distinguirse 2 posturas;
a/ Toieranci a Cero: Total ausenci a de aflatoxinas en
los alimentes. Debe tenerse en cuenta que esta Reglamentaci on 
se encuentra subordi nada por el grado de sensi bi1i dad que 
alcancen 1 as técnicas analiticas. Son muy pocos los pa. ses 
que se acojen a este tipo de legi siaciôn.
b/ Precisar exactamente los limites mâximos de
aflatoxinas permitidos en un determinado alimento. Se puede 
llegar incluso al establecimiento de limites variables, o 1o 
que se dénomma como "nivel de accio'n": esto es, el
establecimiento de limites que varîan segun las necesidades
del pais en un momento dado.
Son varies los autores que consideran incorrecte el habiar de 
toierancias cuando se trata de productos cancerfgenos como es 
el caso de las aflatoxinas; para ellas, segün estes autcres, 
cualquier nivel detectable en un alimente debe ser
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considerado potencial mente peligroso para el consumidor (19, 
152, 191, 281).
La 1egi siaci ôn en aflatoxinas mâs compléta del mundo, y 
qui zas la mâs exigents, es la de Suiza, que segûn ley numéro 
817.024 de 14 de Septi embre de 1981 (91) establece el 
conteni do max i mo en aflatoxinas para distintos alimentas
desti nados al consumo humano, como son :
Alimentes para ni nos, incluido leche...lOng/Kg 
Leche, leche en polvo, nata, suero de 
mantequerîa...50 ng/Kg
Mantequi11 a...20 ng/Kg 
Queso....250 ng/Kg.
Esto se compléta con unas rigurosas medidas para alimentos 
desti nados al ganado, que incluye la prohibicidn del use de 
harina de cacahuète para ganado lechero conteni endo 
aflatoxinas en niveles détectables (126).
A nivel de la Comuni dad Economi ca Europea no existe una
1egi siaci ôn especffica sobre los niveles mâximos de
aflatoxinas admitidos en leche y productos lâcteos, 
exi stiendo uni camente la limitacidn de 20 >ig/Kg como max i mo 
conteni do en alimentos desti nados al ganado lechero (372). 
Esto podr 1 a traducirse en un conteni do de M.^ en leche de 0.05 
a 0.1 ^g/L (262, 372).
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Esta 1egisiaci ôn a nivel comuni tari o a veces se encuetra 
complementada por los distintos paises miembros pudiendopor 
parte de alguno de el1 os adoptarse posturas m^s severas que 
permitan un mayor control de 1 a presencia de aflatoxina en 
los alimentos del ganado lechero o en leche y produtos 
lâcteos directamente.
Asi, por ejemplo Francia no permite el sumi ni stro de
alimentos al ganado lechero con mâs de 20 ppb (122), ' en 
cuanto a ali mentaci ôn humana uni camente establece una asa 
mâxims en alimentos di etëti cos e infantiles situada »n 5 
^g/Kg (34, 118, 238).
En Holanda no se permiten canti dades superi ores a 0.1 yg/. de 
en leche y productos lâcteos (323, 377).
La Republ i ca Federal Al émana permite un conteni do mâximo le 
en leche de 0.05 ppb, y 0.01 ppb cuando se trata de l?che 
para ni nos (296) ; con respecto a aflatoxinas en ocros 
alimentos humanos, el mâximo es 10 ppb (204).
Gran Bretana tiene una legislacidn para alimentos del gaïado 
lechero mâs restrictive que la general de la CEE, establ e:i da 
en 10 ppb.
En el caso particular de nuestro pais no existe ningun tipo 
de 1 egi si aci cîn sobre alimentos humanos, api i cârdose 
unicamente el nivel indicado para el caso del ganado lecnero 
por la C.E.E. (60).
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Una actltud curjosa a este respecto es la de los Estados 
Uni dos. Debido a la imposibi1idad de i mponer un nivel cero, 
1 as autori dades ameri canas no han fi jado tasa admisible ni 
autori zado conteni do de aflatoxinas en alimentos. Existe una 
regla prâcti ca, en 1 a que se define 1o que ellos 11 aman nivel 
de accion informal, que es el conteni do de aflatoxinas ante 
el que las autori dades sanitarias intervienen. Este nivel de 
accion informal es periodicamente revisado en funciôn del 
progreso de las medidas de anâlisis y de las posibi1idades 
industriales. En alimentos para el ganado fue establecido en 
1965 en 30 ppb; rebajado a 20 ppb en 1969; en 1971 se 
estableciô en 5 ppb, quedando en este nivel unicamente 2 
meses, al cabo de los cuales fue regulado de nuevo en 20 ppb; 
en 1975 se rebajo de nuevo, esta ver a 15 ppb. Un nivel de
acciôn en leche fue estableci do en 1978 en 0.5 ppb (71, 115,
191, 296, 351, 392).
En determinados paî ses como Japon, Noruega, Suecia, etc, 
existen al tas toieranci as para estas toxinas en alimentos 
para el ganado, que incluyen i nstrucci ones detal1adas sobre 
la maxima i neorporaciôn permi ti da de i ngredientes sospechosos 
de contaminaciôn durante la mezcla para la elaboraci ôn de 
alimentos compuestos (189).
Tambiôn es posible la aplicaciôn de una serie de medidas 
indirectes, como es el caso de las tomadas por Noruega y
Dinamarca en el senti do de cerrar sus fronteras a la
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importaci on de cacahuètes y harina de los mismos (315).
Fi nalmente indicar que expertos de la O.M.S. han fijadoel 
mâximo tolerable en alimentos humanos en 30 pq/Kg (64, 15!), 
nivel que puede ser considerado excesivo para los paies 
désarroi 1 ados, pero que résulta mâs real en paises del terer 
mundo, donde la problemâti ca de las aflatoxinas debe conviir 
con el problema de la desnutri ciôn y escasez de alimentos y 
donde el decomiso de alimentos no si gue un cri teri o an 
estricto como en los paîses désarroi1 ados.
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1.7. PROBLEMATICA DE LAS AFLATOXINAS EN ESPANA
La legislacidn de nuestro pafs no especifica ifmites de 
aflatoxinas en alimentos humanos, ni para otras aflatoxinas 
di stintas de la B., ; uni camente senal a limites mâximos de B., 
permi si ble en piensos (36):
50 /ig/Kg en piensos simples.
50 ^g/Kg en piensos compuestos complètes para
rumi antes adultes con excepcidn de hembras lecheras.
20 pg/Kq en piensos para cerdos y aves adultas.
10 pg/Kg en otros piensos completes.
20 pg/Kg en piensos compuestos complementari os para 
hembras en lactacidn.
* Con respecto a la presencia de aflatoxinas en leche y 
productos lâcteos contâmes con 1 as investigaciones de 
Burdaspal et al. (60) y de Jodral (296, 300).
Burdaspal et al. (60) exami naron un total de 95 muestras de 
di ferentes tipos de leche (natural, esteri1izada, pasteri zada 
y concentrada), detectando en 7 de ellas (un 7.3%) aflatoxina 
M^ en muy bajos niveles, de 0.02-0.04 pg/L; ademâs, descri ben 
otras 10 muestras como dudosas, con un nivel probable de 
aflatoxinas inferior a 0.015 pg/L.
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Jodral (161, 164) 11evô a cabo un estudio de 1150 muestras de
leche natural, 330 de leche ester i1i z ada comerci al y 77 de
leche en polvo. En ninguno de estos 2 Jltimos casos detactô 
aflatoxinas. De las muestras de leche natural, descri bio un
15.2% de positivas en Invierno y 8-5% en Primavere. No
detecto aflatoxinas en las muestras de Verano y Dtoho.
♦ Presencia de cepas aflatoxi cogeni cas en leche y 
productos lâcteos:
Cal vo et al . (6B) llevaron a cabo un anâl i si s de la flora
fûngica de 50 muestras de quesos espaftoles, ai siaido 
A^f l^ avus en el 52% de las mismas, un porcenta je muy el e/ado 
en relacidn con 1o que sucede en otros paî ses europeos. De 10 
cepas de A^f%ayus , 5 resultaron ser toxi cas frente a
Bacillus mega ter lum y 3 f rente a Artemia salma . No
efectuaron determinacidn de la capaci dad de producci ch de 
aflatoxinas por esas cepas.
Vadillo (373) anali z o 103 muestras de leche antes y desDués 
de ser sometida a un proceso de pasterizacidn baja ei el 
laboratorio, y 40 muestras mâs antes y después de un prcceso 
de pasterizacion alta. De leche cruda ai sid Asperqi1 lus en 
un 11.65% de 1 as muestras (10.52% en Invierno, 12.12% en 
Primavera, 11.76% en Verano y 9.09% en Otono). A parti' de 
leche pasteri zada 63®C-30 min. obtiene el mi smo porcenta ja de 
Asgergillys : en un 11.65% de 1 as muestras (5.26% en
Invierno, 12.12% en Primavera, 17.64% en Verano y 13.634 en
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OtoPio) . Ref ira endonoB al caso concrete de A. f lavus , aisle' 
21 cepas de leche cruda y 12 de leche pasterizada 63*C-30 
min. De todas ellas, unicamente 1 cepa resulto ser positiva a 
la producci on de aflatoxinas sobre un medio de tri go 
machacado y humedeci do.
Mateos (222) investi go la flora fungica de 473 muestras de 
yogur de distintos tipos. Hongos pertenecientes al Gênero 
ûlBecSLilyi fueron detectados en un 4% de las muestras. 5 de 
las cepas ai si adas de A^f l_a^s resultaron ser
af1atoxicogeni cas al ser sembradas sobre un medio de tri go 
machacado y humedecido.
« Con respecto a otros alimentos humanos, Guergue y 
Ramirez (133) llevaron a cabo la determi naci dn de la flora
fungi ca de especi as contami nadas. Ai si aron un 197. de
Asgergi^M us f lavus , 667. de los cual es produci an y 33% G^.
Dentro de estas mismas investigaciones, demostraron la
capaci dad de producci dn de aflatoxinas sobre salchichas, 
quedando 1 as toxinas uni camente en la capa externa, no 
profundizando hasta capas internas.
Jodral (163) investigd 49 muestras de aceite de origen 
vegetal (aceite de girasol ref i nado, aceite de oliva sin
refinar y refi nado, soja, germen de mai z). Uni camente 2
muestras presentaron tracas de las 4 aflatoxinas principales, 
, Bg, G.| y Gg, y una muestra mas presentaba tracas de B-j y
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G,.
Burdaspal y Pi ni 11 a (61) de Juni o del 77 a Abri 1 del Ci,
ex ami naron 320 muestras de alimentos infantiles (202 papill»s
y 118 potitos), no detectando aflatoxinas en ninguna de las 
muestras.
Cutuli (62) anali:d 200 muestras de pan, productos de
bol 1 e n  a y harinas 1 acteadas para uso infantil. Detecto'
aflatoxinas en 2 muestras, una de croissant y otra de hamas 
1acteadas infantiles. Dentro de estos estudi os, 11 ego a
ai si ar una cepa de û^fj^avus y otra de A . par asi t i c«
productoras de aflatoxinas.
Calvo et al. (67) ai siaron cepas fungi cas del 88% de as 
muestras de foie-gras i nvesti gadas. 48% de estas ceias
resultaron ser activas sobre Staphylococcus aureus , 256% 
f rente a BaçLiLys_Bu^LiLS , 33% sobre Esçher^çhi_a_çol_i y
10% sobre Çandida_al_bi.çanE .
Palacios y Avenora (252) i nocul aron con Aj_garasi_ti.çus ba as 
oe racimos frescos, y detectaron aflatoxinas después el
proceso de fabri caci dn del vino, demostrando por tanto 1 a no'
degradaci dn de las aflatoxinas a 1o largo del mismo.
Palomes et al. (253) analiraron 139 muestras de aliments,
entre los que i ncluyeron almendras, avellanas, cacahuets, 
nueces. pan de mol de, galletas y cereal es: en 79 muest as
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investigaron micotoxinas, y en 60 ademâs su micof1 ora y 
presencia de hongos micotoxicogénicos. Detectaron A .f1 a vu s 
en el 70% de 1 as muestras, un valor considerablemente 
elevado. De mâs de 200 cepas de A .f1 avus que fueron 
ai siadas, unicamente el 10% presentaba poder
af1atoxicogénico. No detectaron aflatoxinas en ninguna de 1 as 
muestras.
« Con respecto a alimentos para animales, Quintanilla 
(285) ai siô de mai = 101 cepas de A.f1avus de un total de
275 cepas de Asgergi_M us : ésto si gni f ica un elevado
porcentaje del 39% de las cepas del género, y un 18% del 
total de las ai siadas. De ellas, un 31% resultaron ser 
tôx i cas frente a larvas de Artemi a salina .
Este mi smo autor (286) ai sid de 380 muestras de cebada, 55 
cepas de A_^ f l_a vus de un total de 411 cepas. De ellas, 9 
produci an aflatoxinas B., y , 16 presentaban productos de 
f1uorescencia verde intense y 30 no producian nada detectable 
por CCF. Anali z ô para aflatoxinas 125 muestras de cebada. 
si endo todas ellas negatives, aunque 27 se encontraban 
contaminadas con diferentes mi cotox i nas. Debe resaltarse que 
todas estas rriuestras presentaban un aspecto norm,al , no 
enmoheci do.
Sanchi s et al. (306) anali z aron 31 muestras de mai z 
importado, de las que en 29 se detectaron aflatoxinas, un
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porcentaje muy elevado. Mas del 80% de las muestras 
presentaban una concentraci dn de aflatoxinas superior a 20 
pg/Kg. Por otra parte, aislaron A.flavus del 100% de las 
muestras.
Asimismo, analizaron 120 muestras de maiz (308), de las que 
el 10% se encontraban contaminadas con aflatoxinas en una 
proporcion inferior a 20 pg/Kg. La incidencia de A^f1ayus 
resultd ser del 22% de las muestras. De 37 cepas, el 40% 
presentaban la capaci dad de produci r aflatoxinas.
Anal i z aron tambie'n la flora fungi ca de 32 muestras de mai z 
importado (307). Obtuvi eron que 48 de 98 cepas de A^ f^ l^ ayus
eran to;; i cas para Artemi a saMna , mi entras que en
A^garasi_ti.çus presentaban esta capaci dad 21 de 39.
Santamarina et al. (313) i nvestigaron 60 muestras de 
cacahuètes, encontrando contaminacidn por aflatoxinas en el 
7% de las mismas en un nivel que 11 ego a ser de 5 ppm en dos 
muestras. 88% de 1 as muestras presentaban A.f1 a vu s . De 180 
cepas ai siadas de este hongo, el 30.6% resultaron ser
tox1 cogênicas.
An a don y Car bal 1 o (9) ai si aron de tri go 7 cepas de A_^ l^_ayus, 
y de maîz 3 de A^f^ayus y 2 de A.parasitiens . De todas 
ellas, 2 de A^fl_ayys resultaron ser productoras de 
aflatoxinas.
Sanchi s et al. (309) ai si aron 137 cepas de A_^ f l_ayus a
partir de maîz, 37 de 1 as cuales eran productoras de
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af 1atox1 nas.
Sal a et al. (304) investigaron 50 muestras de maîz, cebada,
sorgo y tri go. A^ _f l_ayus apareciô en el 37% de las mismas,
siendo el hongo mâs abundante de todos los ai si ados. El 20% 
de estas cepas resultaron ser productoras de aflatoxinas. 
Ninguna de las muestras apareci d contami nada por aflatoxinas.
Santamarina et al. (312) aislaron de 50 muestras de arroz un 
porcenta je de A^fl_ayus inferior al 10%
Moreno (239) ai si cî AsgergiM us del 66.6% de 1 as muestras de 
pienso en grânulo para Broilers, del 93.6% en harina para 
broilers, y del Bl.1% en harina para ponedoras. A .f1 a vu s 
apareci d en 42.9% de grânulo Broilers, 80.6% en harina
broilers, 67.9% en harina ponedoras. En total son 125 cepas 
de A^f l^ ayuE y 1 de A.parasi ticus . Dentro de estas
i nvesti gaci ones, 148 muestras de pienso fueron negati vas a la
presenci a de aflatoxinas.
De todos estos estudios efectuados en nuestro pafs, cabe 
destacar el elevado porcenta je en que Aj;_f l_ayus ha si do 
ai si ado de distintos alimentos, tanto humanos como animales, 
con val ores muy superi ores a 1 os descritos por otros autores, 
fundamental mente europeos.
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I.e. OBJETIvos E INTERES DEL TRABAJO
A 1o largo de los distintos capitules de la Introducciôn del 
présente Trabajo de Tesis Doctoral hemos i do apuntando al ojino 
de los aspectos que présenta la contami naci ôn de los 
productos lâcteos por las aflatoxinas, y el riesgo que cl 1 o 
implica para el consumi dor.
Nos planteamos el présente trabajo de i nvesti gaci ôn comc un 
avance en el conoci mi ento de la probl emâti ca que presertan 
las aflatoxinas en dos productos lâcteos fermentados de 
amplio consumo en nuestro pais, el yogur y el queso Madur^o.
Para poder llegar a prof undizar en estos estudos, 
i ni ci al mente nos surgi ô la necesidad de contar con una 
te'cnica anal îtica que résultera sati sf actor i a en cuan o a 
nuestros requer i mi entos, fundamental mente en cuanto a liiite 
de sensibl 1 i dad y grado de recuperaci ôn de las mi sma. se 
refiere. Ademâs, queriamos hacer hincapie' en otro aspecto que 
no habîa si do objeto de atenciôn por otros autores; hasta ese 
momento, las distintas técni cas de anâlisis de af1atox i na, en 
leche y productos lâcteos i ban di ri gi das fundamental «wnte 
hacia la af1atox i na , y por tanto, haci a su presenci^ en
niveles mînimos en el substrato estudi ado, 1 o que se tradicîa 
en tecni cas 1 entas para consegui r una 1i mpieza sufici ente del 
extracto final, normal mente clorofôrmico; a nosotros nos
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preocupabs un nuevo aspecto, que era el hecho de que en el 
estudio de la producciôn experimental de aflatoxinas sobre 
productos lâcteos por cepas af1atox i cogéni cas, el nivel de 
estas toxinas no es tan bajo como en 1o que se refiere a la 
presenci a de af latoxina M., , con 1 o que un Ifmite de 
sensi bi1i dad de 0.1 ppb es considerado mâs que suficiente; 
por otro 1 ado, la necesidad de analizar un numéro 
considerable de muestras i noculadas hacf a necesari o que la 
têcnica a emplear cumpli era unos requisites bâsicos de 
rapides y économie.
En segundo lugar, nuestras investigaciones, tanto en yogur 
como en queso Madurado, incluirian un doble propôsito:
1) For una parte, la contami naci ôn directs de estos 
Bubstratos por cepas af1atoxicogtfnicas, que al désarroi 1arse 
sobre el1 os darîan lugar a la producciôn de aflatoxinas.
2) For otra, la presencia de aflatoxinas en 1 a leche a 
partir de la cual se elaborarfan estos productos lâcteos como 
consecuencia de la i ngesti ôn de alimentos contami nados con 
aflatoxinas por el animal productor de la leche.
A/ YOGUR: La uti1i zaci ôn del yogur como objeto de nuestros 
estudi os vino determi nada fundamental mente por el hecho de 
que se discutie por ciertos autores la capaci dad de 
producciôn de aflatoxinas sobre este substrato,
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fundamental mente debido a que su principal fuente de hi dratos 
de carbono esta constituida por lactosa, segun algunos 
autores no muy favorable para la producci on de aflatoxinas, y 
por otra a que su pH no parece ser muy favorable para la 
Bintesis de estas toxinas, asi como el efecto inhibidor 
directe de la flora lactica sobre el métabolisme secundario 
del hongo.
Nosotros Memos pretendi do estudiar detenidamente 1 os 
distintos aspectos que présenta la producci dn de aflatoxinas 
en yogur, y que abarcan:
- Inf 1uenci a que el proceso de elaboraci dn del yogur 
pud:era tener sobre 1 os Mongos af1atoxicogenicos, incluyendo 
dentro de esta influenci a no solo la elevada temperature de
elaboracidn de este producto <45*0, sine tambien el probable
efecto de las bacter i as la'cticas. Para esto uti 1 izariamoe
como substratos por una parte yogures comerciales y por otra 
yogures elaborados por nosotros.
- Influencia de la temperature de i ncubac i on sobre la 
produccidn de aflatoxinas en yogur, fundamental mente
encami nada a determiner la temperature minima a que es 
posible dicMa producci on.
Importancia de la integridad del envase y de 1 as 
rotures que pudi eran influir en La aireacidn del producto.
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- Période de i ncubaci dn necesario para la producci dn 
de af1atoxi nas sobre este substrate.
- Influencia de la forma y del memento en que puede 
producirse la contaminacion por cepas aflatoxicogénicas.
- Influencia que 1 as di ferentes tecnologias de 
elaboracidn tienen sobre la producci dn de aflatoxinas. En 1 as 
Industries Elaboradoras, se uti1iza normal mente el envasado y 
sel 1 ado del producto una vez mezclados 1 os distintos 
componentes y antes de llevar a cabo la fermentacidn. En 
cambic, el yogur casero es elaborado en envases no cerrados. 
También se debe tener en cuenta que otras veces se utilican 
tangues de fermentaci dn continua, envasandose el yogur 
después del proceso de fermentacidn.
- En cuanto a 1 os estudios referentes a 1 os hongos 
af1atoxicogdniCOS ha si do nuestra intenciôn incluir la 
influencia de la cepa uti1icada por una parte y la i niuenci a 
que el tamaAo del indculo tendria.
Por otra parte fue nuestra i ntenci dn seguir 1 os pasos de 1o
que sucederia en el caso de que la leche util icada en la
elaboracidn del yogur se encontrara contaminada con
aflatoxina . Nos propusi mos efectuar el segui mi ento de 1 a
tox1na a 1o largo de la elaboracidn, asi como durante el
per1odo de almacenamiento del producto hasta cumplir el
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periodo de caduc:dad.
B) Queso Madurado: Al igual que en el caso del yogur, nos
propusi mos estudiar 1 os distintos f actores que podrian 
influir sobre la producci dn de aflatoxinas en este producto 
1acteo, para 1o cual 11evamos a cabo 1 os si gui entes estudios:
- Inoculacion de la leche original, a partir de la
cual se elaborarfa el queso, con una suspension de esporas 
del hongo af1atoxi cogdni co. De esta forma se simulaba una 
contami naci dn proveni ente de la leche, y antes de que el 
queso fuera elaborado. Junto con 1 os estudios de producci dn 
de aflatoxinas, podriamos comprobar el camino que esas 
esporas seguirian durante dicho proceso de elaboracidn.
- Inoculacion en la superficie del queso: En este
caso se suponia que la contami naci on se producfa en 1 a sala
de m.adur ado del queso. Estos estudios ser {an compl etados con 
otros en el sent i do de llevar a cabo la inoculacion en el
centro del queso, con objeto de comprobar si en el interior 
del mismo séria posible el desarrollo de hongos 
aflatoxicogéni COS.
- Inoculacion de porci ones de queso: De esta forma
estudi abamos la posible importancia que podria tener la 
cortera del queso como defensa frente al désarroi 1o de hongos 
af1atox icogéni cos.
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- Inoculaciones en queso triturado: Pretendiamos
comparer la i nf1uenci a que el grado de desmenuzamiento del 
queso tendria sobre la produccidn de aflatoxinas. Estos 
estudios se completaron con la elaboracidn de una pasta de 
queso, donde comprobariamos la influencia que el contenido en 
agua podria désarroi 1ar en la poduccidn de aflatoxinas en 
queso Madurado, asi como comprobar si este queso consti tuye 
un subStrato adecuado para la produccidn de estas toxinas.
De forma parai el a a 1o efectuado en el yogur, se procederia a 
estudiar la posibi1i dad de contaminacidn indirecta por 
aflatoxinas en el queso Madurado. Nuestros estudios abarcaron 
un seguimiento de 1o que sucedia con las aflatoxinas a 1o 
largo del proceso de elaboracidn del queso, madurado, 
almacenamiento en refrigeraci dn y almacenamiento en 
congelacidn, teniendo en cuenta asimismo la influencia que la 
presenci a de aflatoxinas pudi era tener sobre las bacteri as 
présentes en leche asi como las que constituyen el starter. 
Debemos consi derar que la idea de la reali zaci dn de 1 os 
estudios de la incidencia del almacenamiento en congelaci dn 
venian determinados, mas que por el hecho de tratarse de una 
pr^ctica comercial, por ser costumbre en muchos 1aborator i os 
del mundo el almacenamiento en estas condi ci ones de las 
muestras antes de procéder a su analisi s en busca de 
af1atox1 nas.
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Una vez iniciado nuestro trabajo de investigacidn, y 
basandonoB en el hecho de haber descrito una te'cnica de 
elevada sensi bi1i dad, nos propusi mos el efectuar un pequeno 
seguimi ento de la presenci a de aflatoxina en leches
espaholas. Debemos resaltar que no pretendiamos hacer un 
estudio profundo de cual era la situacidn de nuestro pais a 
este respecto, sino mas bien un pequefio "screening", que 
sirviera de indice de lo que podrfa ser la situacidn actual, 
y asi mi smo sirviera para comparar con la situacidn en otros 
paises, fundamental mente de la Comuni dad Econdmica Europea. 
Por dsto elegimos una zona hilmeda, como es la parte norte de 
la provincia de Leon, donde en teoria la contaminacion por 
aflatoxinas de 1 os alimentos del ganado serf a mas faci1 de 
producirse, y consiguientemente su apari ci on en la leche.
II. M A T E R I A L  
Y
M E I 0 D 0 S
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II.1. MATERIAL
II.1.a. Aflatoxinas:
♦ Aflatoxinas patron: , Bg, , Gg, suministradas en 
vi ales de 1 mg, y M^ en vi ales de 0.01 mg (SIGMA, USA, y 
SERVA, RFA).
♦ Soluci ones de trabajo: A partir de 1 os patrones se 
elaboraron 1 as si gui entes soluci ones de trabajo uti1i zando 
cloroformo como sol vente:
•Aflatoxina B-j + B2 + G^  G 2 : 5 pg/ml y 0.1 yg/nd de 
cada una de 1 as aflatoxinas.
•Aflatoxina M^ : 1 /ag/ml y 0. 1 jjg/ird.
Il.l.b. Aparatos:
•Centrffuga Sorval1 RC-5B Refrigerada con rotor GSA. 
•Rotavapor Heidolph Selecta tipo VV—1.
• Bano Uni veba-401, regulable entre 0 y 220"C.
•Bomba de agua para la obtenci on de vacfo.
• EstUfa Heraeus, regulable entre 0 y 250*C.
•Secador de cabello Braun.
• Cdmara de extraccio'n de gases.
• Lampara de 1 uz ultravi oleta Camag Standard n» 29200, con
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1uz UV de 366nm Sylvanj* FBTS/BLB y de 254nm Sylvania 
Germicidal GST5.
•Agitador de vaivén Heron.
•Homogeneizador de brazo vertical Braun modelo Vario.
•Bomba de vacfo General Electric A-C motor n«1276.
•Balanza monoplato modelo Sartorius 1265 MP.
• Estu-fas de cultivo a dietintas temperatures.
•Duemador de gas butano.
•Camara de refrigeracidn a 4*C.
•Arcon congelador de -20 *C.
•Agi tadores excentri cos.
•Camara de Thoma para recuentos sanguineos.
• pHimetro Cri son 414.
II.I.e. Material de vidrio:
• Pipetas:
Pasteur.
Pipetas graduadas de 1 y 10 ml.
Pi petas volumetri cas de 25 ml.
• Probetas de 30, 50, 100, 125, 500 y 1000 ml.
•Embudos de decantacion cdnicos de 250 y 500 ml, con Have 
de Teflon y tapon de polietileno.
•Embudos de véstago corto.
•Matraces erlenmeyer de 100, 250, 500 y 1000 ml.
• Matraces en forma de pera de 500 ml especial es para 
rotavapor.
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•Tubos para centrf-fuga, cdnicos, graduados de 0 a 10 ml en 
1/10, con 10 ml de capacidad.
• Columnas para cromatogra-ffa con Have de vidrio y plaça 
porosa sol dada del n*Oc
Con diametro interior de 10 mm y altura util de 20 cm. 
Con di ametro interior de 20 mm y altura uti1 de 40 cm. 
•Mi ni vial es de color ambar, tapôn de rosea y cierre de 
teflon, de 5 y 10 ml.
•Plaças de Petri de vidrio de 9 y 15 cm de diametro.
• Termômetros Proton de distinto calibrado.
Il.l.d. Material para Cromatografîa en Capa Fina (CCF):
• Microjeringa Hamilton Bonaduz Schweiz modelo 700, de 50
^1.
• Dispensador repetitive Hamilton, adaptable a 1 as 
mi crojeri ngas.
•Peine trazador divisor de plaças Applied Science.
• Cromatoplacas de Silica Gel 60, si n indicador de
f 1 uorescenci a , de 20 >: 20 cm y espesor de capa de 0.25 mm, 
Merck.
• Basti dor de cromatoplacas Oesaga.
• Desecador de vidrio Desaga, con Silica gel como agente 
desecante.
•Câmaras de désarroi 1o cromatogréfico Desaga n»120167.
•Pulverizadores cromatogrdficos Desaga 124010.
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II. I.e. Otros materiales:
» Vasos de centrffuga de acero de 285 ml de capacidad,
especificos para el rotor GSA Sorval1.
• Pera de goma para llenado de pipetas.
•Soporte pie de plato con varilla de acero inoxidable para
soporte de 1 os embudos de decantacidn.
• Papel de -filtro Al bet 236 de 12 cm de diametro.
•Tapones de goma para matraces erlenmeyer.
•Pinzas Mi ni max Selecta S-404.
•Jeringas estëri1 es de un solo uso de cono Luer de 5 y 10
ml .
•Agujas esterlies Yale de 0.6 x 25 mm de cono Luer.
•ParafiIm.
•Papel Colhogar.
Il.l.-f. Reacti vos: Grado analitico o equivalents:
• Cloroformo.
• Metanol.
•Acetona.
• Toiueno.
• Acido acëti CO.
• Hexano.
• Eter.
• Acetonitri 1 o.
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• Isopropanol.
• Aci do tri-f luoroacetico.
• Sul-fato sddico anhidro.
•Bicarbonate sddico.
• Cloruro sodi co.
• Celi te.
• Alumina.
• Aci do sul-furico: Se prépara una sol uci on de aci do
sulfurico en agua al 1/3, por incorporacion del acido al agua 
de forma 1 enta.
• Soluci on de sulfato sddico saturado: Se disuelven 130 g 
de sulfato sddico en 500 ml de agua.
•Soluci dn de acetato de plomo al 10%: Se disuelve en
cal i ente 100 g de (AcOg Pb-CHgO en 500 ml de agua. Se anaden
3 ml de aci do acëti co al 100%; Se deja enfri ar y se compléta
hasta 1 L.
• Si 1i ca Gel 60 7734 Merck.
II. 1.g. Medios de cultivo:
♦ Agua de peptona al 1% con Tween 80.
Composi cidn:
Bactopeptona (Di fco)  10.0 g
Tween 80.................  1 ml
Agua desti 1 ada. . .  ......  1000 ml
Preparaci dn: Tras disol ver las canti dades précisas
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se distribuye en tubos a razdn de 9 ml en cada uno, que son 
esteri1izados a 1 2 1 durante 15 minutes.
• Medi o de recuento propuesto por Nûnez (1980).
Composicion:
Glucosa  5.0 g
Bactopeptona (Di f co)  5.0 g
Extracto de Levadura (Oxoi d).. 5.0 g
Extracto de carne (Oxoid)  5.0 g
Fosfato di sddico  2.0 g
Agar (Oxoid)  10 g
Preparaci dn: Tras pesar 1 os componentes, se
disuelven en 1000 ml de agua desti1ada, procediendo a ajustar 
el pH a 7.0, para esteri1izar a continuacidn en autoclave a
121*C durante 20 minutes.
* Agar patata dextrosa (Oxoid).
Composicidn:
Extracto de patata  4.0 g
Dextrosa  20.0 g
Agar ......................  15.0 g
Preparacidn: Se disuelven estas cantidades en 1000
ml de agua desti1ada, esteri1izando en autoclave a 121"C
durante 15 minutes.
♦ Soluci dn Ringer al 1/4 con Tween 80.
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Composici ôn:
Cl oruro sodico...........  9.0 g
Cl oruro potasi co.........  0.42 g
Cl oruro cal ci co..........  0.46 g
Bicarbonato sddico.......  0.20 g
Tween 80..................  0.5-1 ml
Agua desti 1 ada...........  4000 ml
Preparacidn: se disuelven perfectamente 1 os
componentes en el agua desti1ada y parte de la soluci dn se 
distri buye en tubos a razor, de 9 ml en cada uno. Se 
esteri1iza a 121*C durante 15 minutos.
* Medi o para estudi o de la capacidad de producci dn de 
aflatoxinas (Aflatoxin producing Ability Medium, APA), Hara. 
1974.
ComposiCldn:
Fosf ato monoamdni co............... 10. O g
Fosfato bi potasi co................ 1.0 g
Sulfato de magnesio heptahidratado. 0.5 g
Cl oruro potasi co...................  0.5 g
Sulfato ferroso heptahidratado.... 0.01 g
Sacarosa..........................  30.0 g
Cl or uro de mercurio.............. 0.136 g
Corn steep liquor.................. 0.5 g
Agar..............................  20.0 g
Agua desti 1 ada....................  1000 ml
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Preparacidn: Se disuelven por una parte 1 as sales
de mercurio, hierro y magnesio, y por otra los demas 
componentes salvo el agar ; de esta -forma se évita la 
apari ci dn de precipitados de di -f ici 1 sol ubil i zaci dn que se 
-for man al di sol ver con juntamente todos los ingredientes. Una 
vez que se encuentran per-f ectamente disueltas, se un en ambas 
-f racci ones y se ajusta el pH a 5.5 con hi droxi do sddico IN. 
Se anade el agar, se calienta hasta ebul1i ci dn para su 
compléta disolucidn y se distribuye en tubos a razdn de 25 ml 
en cada uno. Estos tubos se llevan a esteri1izar a 121*C 
durante 15 minutos.
Una vez estéril, el contenido de cada tubo se
vierte sobre plaças de Pétri de vidrio estériles de 9 cm de
diametro, y se deja sol i di-f i car ; de esta -forma, todas las 
plaças contienen la misma canti dad de medi o de cultivo.
* Medi o de trigo machacado y humedeci do.
Composi ci dn:
Trigo 1igeramente triturado.... 50 g 
Agua desti 1 ada..... ....... 50 ml
Preparacidn: Se pone el trigo en plaças de
vidrio de 14 cm de diametro; se anade el agua, igualando la
super-fi cie del medio con la ayuda de la parte inferior de la
probeta uti1izada para incorporar el agua. Se esteri1i za a 
121*C durante 15 minutos.
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II.1.h. Material utilizado para la fabricacidn del queso 
Madurado:
* Leche: Sumini strada por la empresa "Central Quesera
S.A.", procédante de diversas régi ones espaholas. Se trataba 
de leche de mezcla en 1 as proporciones:
especie ovina........  15%
especie caprina......  35%
especie bovina.......  50%
Las caracterfsticas fi si co-quimi cas de la leche empleada 
fueron analizadas por un aparato Mi 1koScan (203 B) ,
encontréndose unos val ores para los distintos lotes de leche 
uti11z ados que se si tuaban entre los si gui entes mërgenes:
mater i a grasa........... 4.30 - 4.33 %
proteina................  3.62 - 3.71 %
1 actosa. . .  .........    4.36 — 4.40 %
extracto seco total.... 12.85- 13.06 %
« Pasteri z ador de plaças (APV) con capacidad para 25000 L, 
donde la leche era pasterizada a 72"C durante 15 segundos.
* Cloruro célci co (Merck).
* Cultivo la'ctico "starter " : comer ci al i z ado por Chr.
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Hansen (Copenhagen, Dinamarca), expend!do en forma de polvo 
de cultivo 1i of i1iz ado, para preparacidn del cultive madre 
(Dri-Vac). El cultivo empleado por nosotros (CH-N 01) 
presentaba las si gui entes caracteristicast
celulas viables por gramo.... 1-2 x 10^
tipo de cultivo.............. BD (DL)
composi ci dn del cultivo reactivado:
1-5 7. Stre&tsçoççus_la^is
75-80 7. gtiSramaris 
10-15 7. St_.diaçstylaçtis 
5-10 7. Leuçono&toç_çremoris 
Producci dn de aroma..... alta
Producci dn de COg......  al ta
Proteol i si s............. media
Toieranci a a la sal
maximo désarroi 1 o........  4.0 % ClNa
inhibicidn del désarroi 1 o. .6.5 7. ClNa
En una primera etapa se procedfa a suspender el contenido 
de un sobre del producto liofilizado en 1500 ml de leche 
esteri1izada, incubando despues a 2 2 "C durante 24 h, tras las 
cuales se distribuyd en alicuotas de SO ml que fueron 
congeladas a -20 *C. Para la fabri cacidn de cada uno de los 
lotes de queso se descongelaba una de estas al(cuotas y se 
agregaba a 750 ml de leche esteri1izada, incubando igualmente 
a 22"C durante 22-26 h.
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* Cuajo (Chr. Hansen) de fuerra 1:100.000. Para su 
preparacidn se di solvf a la canti dad requerida en 20 ml de
agua desti 1 ada estéril, y se afiadia inmediatamente a la
leche.
* Lira: Para cortar la cuajada se empleo una lira 
fabricada con madera de pi no de seccidn cuadrada de 22 mm de
1 ado, y alambre especial para este instrumente. Su longitud 
total fue de 30 cm y la di stanci a entre los alambres de 1 cm.
* Mol des: Se uti1i zaron mol des cilfndri cos de pi asti co de
2 di mensi ones di ferentes:
- Grandes:
diëmetro externe..... 184 mm
di ametro interno..... 167 mm
altura interior...... 115 mm
altura exterior...... 123 mm
Dotados de una pieza interior extrai ble, i gualmente de 
pléstico, de 65 mm de espesor, en forma de cilindro no
continue para un perfecto ajuste dentro del mol de.
Tapa:
diémetro....... 150 mm
seccio'n........  13 mm
- Pequehos:
diametro exterior....144 mm 
diémetro interior....127 mm
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altura exterior.....  93 mm
altura interior.....  85 mm
Tapa:
diimetro 124 mm
seccidn............  12 mm
Ambos tipos de mol des estaban provistos de ori f i ci os tanto en 
su -fondo como en las paredes latérales para faci 1 itar el 
desuerado. Las tapas di sponian asi mi smo de unos apéndices 
cilindricos huecos para posibi1itar la retirada de las mismas 
V la di stribucidn de 1 as presiones.
* Cheesecloth: manufacturados en lino, cuadrados, de 55 cm 
de 1 ado.
* SolUCIdn de salmuera: de 25 grades Beaume.
* Cuchardn de latdn de 60 cm de largo.
* Colador grande de ceci na de alumi ni o, con forma cdnica y
ori f i ci os de un diametro aproxi mado de 1.2 mm.
* Recipientes de plëstico de 25 L de capacidad, en forma
de cono truncado con las medi das si gui entes:
altura................  30 cm
diametro superi or..... 38 cm 
diémetro inferior  30 cm
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* Banos de agua de flujo continuo (SELECTA) de temperatura 
regulable.
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II.2. LUGAR DE TRABAJO
La totalidad de 1 as i nvemti gaci ones que constituyen este 
Trabajo de Tesis Doctoral han sido llevadas a cabo en el 
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Veterinaria 
de la Uni versi dad Complutense de Madrid.
11.3. PRECAUCIONES EN EL MANEJO DE LAS AFLATOXINAS
Dadas las caracteristi cas tdxi cas de las aflatoxinas, 
especialmente en lo referi do a su carcinogeni ci dad, con las 
i mpli caci ones que esto podria tener en el personal de 
laboratorio en contacte con dichas toxinas, era necesario 
tomar una serie de precauci ones para el manejo de 1 as mismas 
en el curso de nuestros estudios. Estas medidas precautori as 
fueron ya estableci das en el i ni ci o de las i nvesti gaci ones 
sobre aflatoxinas en los aHos 60 por diverses autores (72, 
111, 129, 305, 349), y son norma usual en los laboratories de 
todo el mundo dedicados a la i nvesti gaci tSn sobre aflatoxinas.
- Siempre que eran manejados en el 1aboratorio productos 
contami nados con aflatoxinas, ya fueran medios de cultivo, 
soluci ones patron, substratos en estudi o, etc, asi como en
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los estudios con hongos af1atox i cogéni cos, tomabamos la 
precaucidn de cubrir nuestras manos con guantes de un solo 
uso, que se completaba con la uti1izacidn de una mascari11a 
con filtro para compuestos orginicos marca Vispro.
- Antes de procéder a la limpieza de los distintos
materiales de trabajo (matraces, tubos, pipetas, etc...) que 
habian estado en contacte con aflatoxinas, eran sumergidos en
una soluci dn de lejia casera (5-6% de hipoclorito sodi co) al
10%, es decir, con un conteni do del 0.5% en hipoclorito. 
Dichos materiales se introducian en esa solucidn durante al 
menos 10 minutes.
-Los mi ni vi ales donde se mantenian los extractos de las 
muestras, en algunos casos con una alta proporcidn de 
toxinas, eran detoxificades por la aplicacidn a su interior 
de lejia casera pura.
- La mesa de trabajo habitual era limpiada al final de 
la jornada con una toalla de papel humedeci da en una soluci 6n 
de lejia casera disuelta al 10%
- En aquellos casos en que se vertid material tdxico 
sobre la mesa de trabajo, se cubrfa la zona contaminada con 
una toalla de papel sobre la que se ahadfa lejfa pura para 
que embebiera bien toda la zona, dejando que actuara durante 
al menos media hora. Una vez transcurri do este tiempo, se 
limpiaba la mesa con una solucidn detergente.
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11.4. CEPAS AFLATOXICOGENICAS DE CDLECCION
Para llevar a cabo nuestros estudios de produccidn de 
aflatoxinas sobre distintos productos lacteos uti1izamos 
principal mente la cepa Asgergilj_yi#_gar&g^i_g^S NRRL 2999. 
Para nuestras investigaciones acerca de la posible influencia 
de la cepa sobre la produccidn de aflatoxinas en yogur 
utilizamos tambidn la A^f^ayus NRRL 3251.
De estas cepas se hacfa una resiembra en très puntos en una 
plaça de Petri con Agar Patata Dextrosa, manteniendose 7 dias 
a 25 *C, y posteriormente a 4 *C hasta que se procedia a 
realizar la inoculacion. Nunca se uti1izaron plaças que 
hubieran estado en refri geracidn por un periodo de tiempo 
superior a 16 dias.
Para llevar a cabo la inoculaci dn se utilizaron 2 
procedimientos:
a/ Suspensi dn de esporas: La plaça de Agar Patata con la
cepa crecida se inundaba con 9 ml de una solucidn Ringer al
1/4 con Tween 60; se aplicaban movi mi entos circulares a 1 a 
plaça para consegui r la suspensi dn de las esporas en la 
solucidn Ringer, que era posteriormente recogida con la ayuda 
de una jeringa estdri1 de 10 ml, y pasada a un tubo esteri1.
Se homogeneizaba el conteni do del tubo con la ayuda de un
agitador excentri co. Se tomaba una pequeRa canti dad medi ante 
la uti1izacidn de una jeringa estéril de 5 ml con su
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correspondiente aguja, y se procedia a realizar el contaje 
del numéro de esporas, para lo cual se colocaba una pequefia 
canti dad de 1 a solucidn en una cimara de Thoma para recuentos 
sanguineos, en 1 a cual se establecia el numéro de esporas por 
ml de solucidn Ringer.
b/ Asa cargadat De dicha plaça, con la ayuda de un asa de 
platino, se recogen mi celi o y esporas.
Para solventar la posible perdida de capacidad 
af1atoxi cogéni ca de las cepas estudiadas por sucesi vos pases 
por medios sintéticos, de forma periodica se sembraban estas 
cepas en un medio natural de alta produccidn de aflatoxinas, 
como es el medio de trigo machacado y humedeci do.
Asimismo, para comprobar que dicha capacidad no se hubi era 
perdido, se procedfa a la siembra en un medio de detecciôn de 
la capacidad aflatoxicogénica por f1uorescenci a del mi smo, 
como es el medi o APA (Aflatoxin producing ability medium).
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II.5. TECNICAS DE DETERMINACIDN DE AFLATOXINAS EN LECHE Y 
PRODUCTOS LACTEOS
II.5.a. Introduccién
Una vez planteado el trabajo de investigacidn a désarroi1ar, 
nuestro primer objetivo debia ir dirigido a encontrar una 
técnica de determi naci ôn de aflatoxinas que permitiera un 
bajo limite de detecciôn y una repetitividad de resultados 
que la h i c i er an fiable; asimismo, dado el amplio numéro de 
muestras a analizar dentro de los distintos apartados de que 
consta el présente estudio, esa técnica debfa poseer la 
caracter1 stica fundamental de faci1 y répi do désarroi1o, y 
por supuesto, que se adaptara a las caracterfsti cas 
materiales de nuestro 1aboratorio, apto para una metodologia 
de Cromatografla en Capa Fina (CCF).
En el présente capitulo describiremos las distintas tëcnicas 
que fueron investigadas por nosotros en un principio para 
cali brar su posible uti1i dad en nuestros estudios: Lafont et 
al. (193), Tri pet et al. (368), Stubblefield (353). Por una u 
otra causa, y como expondremos en otros capitulos venideros, 
ni nguna de el1 as satisfacfa plenamente nuestras necesi dades, 
por lo que trabajamos para desarrollar una nueva técnica de 
anélisis de aflatoxinas en leche y productos lacteos que 
describiremos como técnica propi a.
— 1S4 —
Esta Técnica descri ta por nosotros présenta 2 variantes:
* TECNICA I: Incorpora un proceso de limpieza del 
extracto en columna cromatografica, consi gui éndose una 
sensi bi1i dad que permi te el anali si s de leche con un bajo 
limite de detecciôn (0.02 ppb), que la hacen idonea para el 
segui mi ento epi demi ol ôgi co de la presenci a de aflatoxina M., 
en muestras de leche comercial.
* TECNICA II: No précisa de limpieza en columna, con un 
limite de detecciôn de 0.1 ppb en leche, y una rapidez en 
cuanto a su ejecuciôn que la hacen idonea para el anélisis de 
un gran numéro de muestras en un corto interval o de tiempo.
En el présente capitulo expondremos en primer lugar la 
Técnica I, variedad de la metodologia descri ta por nosotros 
que es utilizable para la i nvesti gaci on de productos lacteos 
con bajo nivel de contaminaci6n; en el présente estudio, fué 
utilizada en el seguimiento de en muestras de leche. A
continuaci ôn, describiremos las tëcnicas de otros autores que 
fueron probadas para la determinaciôn de aflatoxinas en 
leche. Finalmente, describiremos nuestra variante Técnica II, 
como litil en el anal i si s répi do de muestras de productos 
lacteos con un nivel de contaminaciôn con aflatoxinas 
superior a 0.5 ppb; fué uti1i zada en el anali si s de yogur y 
queso inoculados con cepas tox i cogéni cas.
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For otra parte, debemos hacer constar que la metodologia 
descrita por los distintos autores esti ligeramente variada 
para adaptarla a las caracteristicas de nuestro laboratorio, 
sin afectar de -forma -fundamental el désarroi 1 o de la misma.
11.5.b. Muestra patron
El primer paso en nuestras investigaciones debfa ser la 
eleccion de la Técnica Analftica que posteri ormente serf a 
utilizada por nosotros. Para esto comparâmes distintas 
tecni cas utilizando una muestra patron de leche, contaminada 
en todos los casos con la misma proporcidn de a-flatoxina M^.
La muestra original estaba constituida por 50 ml de leche 
esteri1i zada comerci al que era contaminada con una solucion 
patron de a-f 1 atoxina hasta un nivel de 0.5 ^ g/1 , o 1 o que
es 1o mismo, 0.5 ppb. La aflatoxina patron se encontraba en 
una solucidn en cl oroformo en la proporciôn de 1 ^g/ml, por 
tanto para poder alcanzar 1 os niveles citados, a los 50 ml de 
leche se deben aRadir 25 jjI de dicha solucidn con la ayuda de 
una microjeringa con dispensador repetitivo de 1 ^1. Esos 
pequehos restos de cloroformo deben ser eliminados calentando 
la leche hasta unos 65"C, y agitando de forma manual dando un 
giro circular al matraz.
En el caso concrete del estudio de la Tecnica de Tripet et
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al.(368), se utilizaron 100 ml de leche como muestra
original, contaminada al mismo nivel que en 1 as otras
tëcnicas, es decir, 0.5 /ig/1 , para lo cual se anadian 50 >il 
de la solucion de aflatoxina M ^ a l  ^g/ml.
II.5.c. Técnica Propia (Tecnica I)
Con esta tecni ca se investiga la presencia de muy bajos 
niveles de aflatoxinas en productos lacteos, lo que indica 
que esti ori entada fundamental mente a la determi naciôn de 
aflatoxina , siendo preciso un proceso de 1impieza del
extracto por cromatograffa de adsorcion.
11.5.c.1. Leche
* Principio: Las af1atoxinas son disueltas en la fase
acuosa de los productos lacteos, tras la al cali ni zaci on con 
una solucidn de bicarbonato s6dico para consegui r una 
concentraci6n de aproximadamente un 1% de la fase acuosa 
total.
El bicarbonate scSdico es precipitado por Metanol-Acetona, 
permaneciendo las aflatoxinas en la mezcla Metanol- Acetona- 
Agua. La centri fugaci on a baja temperatura élimina las 
proteinas y lipidos. Finalmente las aflatoxinas son extraidas
- 157 -
con cloroformo, sometiendo dicho extracto a un proceso de 
1 impieza por cromatograffa de adsorcidn.
* Extraceion: Se anaden 7 ml de una solucion de
bicarbonato sodico al B.4% a 50 ml de leche en un vaso de
centrifuga de acero inoxidable. Se agita y aRaden 70 ml de 
Metanol-Acetona (50-20). Se agita durante 30 segundos. Se 
centrifuga a 6000 rpm durante 30 minutos manteniendo durante
todo el proceso una temperatura inferior a -10*C.
Una vez finalizado el proceso de centrifugacion se lleva el 
extracto a filtrar con la mayor rapidez posible a traves de 
un papel de mdxima porosi dad, como puede ser papel COLHOGAR,
papel SCOTTEX CASA, o a traves de una doble capa de pano de
queso.
Al extracto obtenido se anaden 75 ml de cloroformo, con lo 
que la solucion monofasica Metanol-Acetona-Agua se transforma 
en bi f asi ca. Se agita vigorosamente durante 1 minuto, y se 
centrifuge para evitar la formaciôn de emulsiones: basta con 
BOOO rpm durante 5 minutes.
La capa inferior clorofôrmica es extraida del vaso de
centrifuge con la ayuda de una pipeta de 25 ml y una pera de
gorna para llenado de pipetas, pasando el extracto a un embudo 
de decantacion de 250 ml. La capa acuosa que queda en el 
vaso, es extraida una segunda vez con 25 ml de cloroformo. Se 
centrifuge de nuevo, y el extracto clorofdrmico se une al
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anteri or mente obtenido, pasa'ndose a un matraz de 250 ml. Se 
anade a dicho matraz sulfato sodico anhidro con objeto de 
eliminar los posibles restos de agua que pudieran existir; la 
cantidad de sulfato sôdico a anadir es variable dependiendo 
del agua que pueda conservar el extracto: se incorpora hasta 
que dicho extracto quede sin turbidez, completamente 
transparente; esto normal mente se consigue por la adicicfn de 
unos 15 g.
Se -filtra el extracto clorofdrmico a un matraz en -forma de 
pera.
* Concentraci ôn en rotavapor: En primera instanci a en 
el rotavapor se concentra el extracto hasta aprox i madamente 
1-2 ml , que se pasan a un tubo de centrf-fuga de 10 ml . El
matraz es enjuagado con unos 20 ml de cloro-formo, que son 
concentrados de nuevo, uniendose el extracto obtenido al
anterior.
A ese tubo de centri -fuga se acopl a un tap on de goma perforado 
por 2 agujas de mariposa, una de ellas conectada a la -fuente 
de presidn de una bomba de vacio, y la otra a un tubo de goma 
que servira' de salida de ese aire. El tubo de centri-fuga se
introduce en un bano a 55*C, se api ica presiôn, con lo que
el aire arrastrara el cloroformo, ayudando a concentrer el
extracto de una forma ràpida.
El extracto va ser sometido a un proceso de 1impieza en
columna por un proceso de adsorcion cromatograf i ca, para lo
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cual es paso previo la concentracion de dicho extracto a 
sequedad, con objeto de eliminar los restos de Metanol y 
Acetona que pudieran existir, y que nos provocarfan un error 
en el proceso de 1impieza en columna por su polaridad. El 
residuo seco es redisuelto en 5 ml de cloroformo que se van a 
pasar por una columna cromatografica en la forma descrita por 
Stubblefield (16, 353).
* Limpieza en columna cromatografica: Se utilize una 
columna de cristal de 30x1 cm con plaça porosa del numéro 0, 
que se rellena aproximadamente hasta su mi tad con cloroformo. 
Se anaden 2 g de Sflica Gel 60 que ha si do lavada con metanol 
y poster i or mente con cloroformo antes de su activacicSn a 
110 *C durante 1 hora. Las parades de la columna son
enjuagadas con pequenas porci ones de cloroformo con objeto de 
arrastrar la silica que se va quedando en las mismas.
Drenamos el cloroformo de 1 a columna hasta justo la capa de 
silica, arrastrando la que pueda ir quedando en 1 as paredes 
con la adicion de mas cloroformo, dejando finalmente la 
columna rellena de cloroformo casi en su totali dad. Se anaden 
2 g de Sulfate sôdico anhidro que quedaran como capa superior 
a la silica. Se élimina el cloroformo hasta aproximadamente 1
cm por encima de 1 a capa de sulfato sddico.
El filtrado de cloroformo obtenido en el paso anterior de la 
técnica, se pasa a través de la columna, dejdndolo caer por 
gravedad. Se lava el tubo de centrffuga donde se ha manteni do 
el extracto con otros 3-4 ml de cloroformo, que se incorporan
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a la columna. Cuando el flltrado alcanza la capa de sulfato 
sodico, se lava la columna con cloroformo, que se deja caer.
Se precede a la limpieza de la columna por aporte sucesivo de 
los siguientes sol ventes:
25 ml Tolueno-Acido Acético (9-1).
25 ml Hex ano.
25 ml Hexano-Eter—Acetonitri1o (6-3-1).
Los productos obtenidos de tales lavados son descartados.
La aflatoxina es eluida finalmente con 60 ml de
Cl or of or mo-Acet on a (4-1 ) .
El extracto obtenido es concentrado de nuevo en rotavapor.
* Concentraci on en rotavapor: Se realiza de la forma
anteriormente descrita, dejando el extracto concentrado a 1 0 0
* Cromatograffa en capa fina;
—Preparacion de las cromatoplacas: Con un peine trazador se
divi den 1 as cromatoplacas en 2 0  franjas de 1 cm de ancho cada 
una. Se élimina el sflica gel sobrante, y se llevan a activar 
(colocadas en posicidn vertical con la ayuda de un bastidor 
de plaças) calentando a 110*C por espacio de 30 minutos. Se
guardan en desecador hasta el momento de su uso, en que deben
estar a temperatura ambiente.
A cada uno de los extremos de la cromatoplaca hacemos 2
marcas i ndi cadoras, una a 4 cm de la base y otra a 16 cm. Las
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primeras seran las indicadoras de la situacion donde vamos a 
colocar las distintas manchas testigo y los extractos 
problema. Las dos marcas superiores se unen trazando una 
linea transversal que profundice en la sflica, y que nos 
indicara la altura hasta donde debe 1 legar el sol vente de 
désarroilo, y por tanto, con un recorrido para las manchas de 
12 cm.
- Colocacion de las manchas: Para hacer la cuantificaciôn de 
aflatoxina en las muestras problema uti1 izaremos el método
de comparaciôn de f1 uorescencia de la mancha problema con
otras testigo con cantidades conocidas de aflatoxina
Aquella mancha testigo que présente una intensidad de
f1uorescencia similar a la de la mancha problema sera
indicadora de la cantidad de af latoxina en esta illtima.
De los 100 ^ 1 del extracto problema, colocamos 40 en una sol a 
mancha en una cromatoplaca con la ayuda de un dispensador 
repetitive de 1 ;j1 .
Despues de la aplicacidn de cada ^ 1, se seca la mancha por 
una corri ente de aire con la ayuda de un secador ; de esta 
forma evitamos que el diâmetro de la mancha sea excesivo, lo 
que se traducirfa en una mala separaciôn cromatografi ca de la 
aflatoxina.
En una misma plaça colocamos 1 as manchas correspond!entes de 
la solucion patron de M., en una di sol uci ôn de 0.1 ^g/ml , 
aplicando las si gui entes canti dades en microlitros de la 
misma en distintas manchas: 4, 6 , B, 10, 12, 14, 16, IB, 20,
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que seran équivalentes alas si gui entes cantidades netas de 
aflatoxina en nanogramos: 0.4, 0.6, 0.6, 1, 1.2, 1.4, 1.6,
1.6, 2.
Por tanto, en teorfa, en una misma cromatoplaca podriamos 
estudiar hasta 9 muestras problema, si bien en nuestras 
investigaciones este numéro quedo limitado a 5, para evitar 
el colocar muestras problema en surcos contiguos, lo que 
harfa despu^s difici 1 la apreci acidn de las manchas 
fluorescentes.
— Désarroi 1o: Se 1leva a cabo en 1 as câmaras de separacién 
cromatografica (camaras de désarroilo); en ellas se ha 
colocado previ amente el sol vente de désarroi1 o, 2 0 0  ml de la 
mezcla Cloroformo-Acetona-Isopropanol (170/20/10). La 
cromatoplaca se coloca en el interior de la camara en 
correcta posicidn vertical y sumergida en el sol vente unos
1.4 cm. Se tapa y désarroila hasta que el frente de sol vente 
alcance la altura indicada, en lo que invierte un tiempo 
aproximado de 1 hora, durante el cual se mantiene a 
temperatura de laboratorio.
Una vez cumplido el désarroilo, se saca la cromatoplaca, y se 
lleva a una camara oscura de extraccidn de gases, donde se 
deja secar bajo corri ente de aire. El secado final se hace 
forzando una suave corri ente de aire moderadamente cali ente 
con la ayuda de un secador.
- Interpretacidn del désarroi 1o: Se examina la plaça bajo 1uz
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ultraviolet* de 366 y 254 nm sobre fondo negro y a una
di stanci a de 10 cm de la misma. La af latoxina aparecera':
A 366 nm como una mancha de fluorescenci a azul
bri1 lante.
A 254 nm como una mancha de f1uorescenci a azul
apagada.
* Confirmaciôn de la presencia de aflatoxina :
Existen una serie de mdtodos que nos confirman que una mancha 
que considérâmes sospechosa de ser 1o es en realidad. Los 
metodos uti1 izados por nosotros han si do:
- Pulverizacidn de la cromatoplaca con una solucidn de dcido 
sulfdrlco - agua (1/3) (344): Una vez observada la
cromatoplaca bajo 1uz UV, se 1 leva a una camara de gases 
donde se pulveriza su superficie; se deja secar y se observa 
de nuevo bajo 1uz UV, donde la mancha sospechosa de 
fluorescenci* azul, caso de ser aflatoxin* , se habra
transformado en una mancha con fluorescencia amarillo 
brillante bajo 366 nm y con un color amarillo apagado bajo
254 nm.
- Prueba confirmatoria del tfcido trif1uoroacetico: Seguiremos 
la Tecni ca admitida como oficial por la AOAC, basada en la 
metodologfa de Van Egmond et al. (376). Siguiendo la 
representacidn de la figura II. 1, se colocan en una
cromatoplaca de 20 x 20 cm 1 as si gui entes manchas: En A ' se
Figura II.1 Representaciôn de la diaposiciôn inicial de las manchas del 
extracto de la muestra y de la solucidn patrdn para confi 
ciôn de la presencia de aflatoxinas segûn Van Egmond et al.
Direcciôn de desarrollo
B"
a
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colocan 40 del extracto de la muestra, y en B ', 25 ^ 1 de
una solucidn standard de (2.5 ng de ). Sobre cada una de
estas manchas se colocan 2 /ul de acido tri fluoroacéti co. Se 
deja la plaça en la oscuri dad durante 3-5 minutos a 
temperatura ambiente. Se cubre con una limina de cristal de 
20 X 20, y se calienta a aproximadamente 75*C. Se deja 
enfriar sobre una supericie frfa y se désarroi1 a en la 
oscuridad en la direccidn indicada en la figura Il.l, 
utilizando como sol vente de désarroi1o Cloroformo-Metanol- 
Acido acético — agua (92-6-2-0.6). Una vez cumplido el 
désarroilo, se examina la cromatopaca bajo luz UV. El patron 
de aflatoxina, situado en B ' muestra un pi co de fluorescencia 
amarilia de que no ha reaccionado con el ici do
trif1 uoroacético en B ''', asf como una mancha intermedia de 
f1uorescencia azul que es el producto de 1 a reaccidn de 
con el j[ci do tri fl uoroaceti co, y que se si tüa en B ' '. En caso
de que en el extracto problema hubiera , sucedera al go
pared do a lo descri to para el patron, en las posi ci ones A ' ' 
y A- ■
* Cuantificacidn: Como hemos indicado anteri ormente, la 
cuantificacidn de las aflatoxinas en la muestra problema se 
hace por comparacidn visual de la fluorescencia de la mancha 
problema con una serie de manchas testigo.
Las equivalencies quedan reflejadasen la tabla Il.l.
Se considéra que la totali dad de las aflatoxinas présentes en 
la muestra original se encuentran en el extracto clorofdrmico
Tabla Il.l .- Nivel de aflatoxina en loe distintos volûaenea de la
solucidn standard y su equiValencia con la cantidad 
tedrica que existiria en 50 ml de leche y su expresiôn 
en ppb
pl solucidn 
Aflatoxina
0.1 pg/ml
Aflatoxina 
en nanogramos
pg Aflatoxina 
en 50ml leche
Aflatoxina 
en leche en /ig/L
A 0.4 0.001 0.02
6 0.6 0.0015 0.03
8 0.8 0.002 0.04
10 1 0.0025 0.05
12 1 .2 0.003 0.06
lA 1 .4 0.0035 0.07
16 1 .6 0.004 0.08
18 1.8 0.0045 0.09
—  - 20 - 2 0.005 0.1
- 167 -
■final; ésto hace que la determinacidn de la a-flatoxina li., 
présente en la muestra original se reali ce por cil cul os 
directes a partir de lo detectado en el extracto, sin 
necesidad de apiicar formula alguna por haber descartado 
voliimenes intermedios en el désarroi lo de la Ttfcnica.
II.5.C.2. Yogur
La Uni ca diferenci a con respecte a lo descri te para la leche 
se produce en la fase de extraccidn: 50 g de yogur se llevan
a un vaso de centrifuge; se anaden 40 ml de una solucion de
bicarbonate sddico al 1.97.; Se agita. Se compléta con 105 ml 
de la mezcla Metanol-Acetona (75-30). Se agita vi gorosamente 
durante 30 segundos. A partir de este paso, el proceso
continua de la misma forma ya descrita para la leche.
II.5.C.3. Queso
Lo mismo que sucede para el yogur, en este caso la uni ca 
di ferenci a se encuentra en cuanto al proceso de extraccidn: 
50 g de queso se colocan en un vaso de bat i dora; se 
incorporan 1 0 0 ml de una solucidn de bicarbonato sddico al
1.3%; Se mezcla con la ayuda de una homogeneizadora de brazo 
vertical, hasta que toma el aspecto de una pasta consistante. 
Una vez consegui do este propdsito, se incorpora dicha pasta a 
un vaso de centrffuga. El vaso de batidora uti1izado antes se
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enjuaga con 105 ml de Metanol-Acetona (75-30), que ae llevan 
al vaso de centrffuga, donde se agi ta toda la mezcla durante 
30 segundos. A partir de este moment o, todo el proceso de 
extraccidn, cromatograffa y cuantificacidn es igual al
descrito anteriormente para la leche.
II.5.d. Te'cnica de Lafont et al. (193)
* Preparaci dn de la muestra: Se colocan 50 ml de leche 
en un bano marfa en ebul1i ci dn durante 5 minutos. Se deja 
enfriar a Temperatura de laboratorio, y se introduce en un 
embudo de decantacion de 500 ml.
* Extraccidn de las aflatoxinas: Se mantiene el embudo 
de decantacion en agi taci dn mi entras se anaden 1entamente 60 
ml de Isopropanol por aportes sucesi vos de alfcuotas de pocos 
milllitros: una vez se ha anadido todo el i sopropanol, se 
agita vigorosamente durante 1 minuto.
Se anaden sucesi vamente 50 ml de Metanol, 10 g de Celite y 
250 ml de Cloroformo. Tras la adicidn de cada uno de los 
compuestos citados se somete la mezcla a fuerte agitacidn 
durante 1 minuto.
Se mantiene en reposo 5 a 10 minutos, filtrando la capa 
inferior a traves de un papel de filtro Albet n«238 que 
contiene 10 g de Sulfato Sddico Anhidro.
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De este filtrado se toman 300 ml que se introducen en un 
matraz en forma de pera de 500 ml, pasando a ser concentrado 
en rotavapor, hasta que restan 5 ml de un 1f quido que sera 
ri co en isopropanol; se anaden al matraz 30 ml de cloroformo, 
y se prosigue la concentraci on hasta aprox i madamente 0.5 ml. 
Se adicionan al residuo 30 ml de Tolueno; se concentra una 
vez mas hasta 0.5 ml; el proceso de adicidn de tolueno y 
posterior concentracidn se repi te 2 veces mâs, concentrando 
finalmente hasta 5 ml.
* F'urif icacidn del extracto por cromatograf fa en 
columna: Se emplea una columna cromatograf ica con un diametro
interior de 18 mm, y se prépara introduciendo en ella de 
forma sucesi va los si gui entes productos: 1 0 g de sulfato
sddico anhidro, un disco de papel de fi1tro, 1 g de alumina 
basics. Se rellena esta columna con tolueno; agitando 
ligeramente con una varilla de vidrio se élimina el posible 
aire existente entre la alumina. Sobre la capa de alumina se 
superpone otro disco de papel de fi1tro, completando con 2 g 
de sflica en suspensidn en el tolueno. Un nuevo disco de 
papel de f i 1 tro es col ocado sobre la silica, aîiadiendo encima 
2 g de sulfato sddico anhidro.
Los 5 ml del extracto obtenido anteri ormente se pasan a 
través de esta columna. El matraz en forma de pera es lavado 
con 15 ml de tolueno, que se anaden a la columna. Sobre esta 
se procédé a realizar sucesivas eluciones con: 50 ml tolueno, 
50 ml de cloroformo, y 100 ml de la mezcla Cloroformo-Acetona 
(4-1). De estas eluciones recogemos unicamente la ultima, que
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pasa a ser concentrada en rotavapor.
En 1 a figura 11.2 se muestra un esquema de esta Técnica.
* Los procesos de Concentraci dn en rotavapor y 
Cromatograffa en Capa Fina siguen la misma metodologia 
descrita para la Técnica 1.
*■ Cuantif icacidn: La practica total i dad de las
aflatoxinas se encuentran, después de todo el proceso 
analf ti co, en el extracto final ; el agua no retiene mas que 
trazas infimas.
La cantidad présente en los 50 ml de leche se expresa por: 
Cantidad M., expresada sobre la cromatopl aca x 345/300
II.5.e. Técnica de Tri pet et al. (36B)
* Frinci pi o del método: Las aflatoxinas son extraidas 
de la muestra a analizar por una mezcla Agua-Acetona (1-3), 
lo que élimina la caseina y la lactosa. Después de la 
precipitacidn de otras protefnas y fosfolipidos por una sal 
de plomo, la solucidn es desengrasada por la adicidn de 
hexano, y las toxinas extraidas por cloroformo. El extracto
Figura 11.2 Esquema de la técnica de Laf ont et al. (193) para la
determinaciôn de aflatoxina en leche
>0 ml Metanol
0 g Celite
Î50 ml Cloroformo
30ml Cloroformo 
30ml Tolueno 
-30ml Tolueno 
30ml Tolueno
— 50ml Tolueno
— 50ml Cloroformo
.a00ml Cloroformo:Acetona (4:3)
CCF
Leche 
50 ml
Agitar 
1 min.
Agiter 
3 min.
Baho Maria 
5 min.
Cromatografî a 
en columna
Concentraciôn 
en Rotavapor
Concentracion 
en rotavapor
60 ml laopropanol 
(Ahadido 1entamente)
300 ml Capa Inferior 
Filtrade a través de 
Sulfato sôdico anhidro
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es deshi dratado y el »olvente evaporado.
« Extraccidn de 1 as aflatoxinas: Homogeneizar 100 ml de 
leche con 10 ml de agua. Se anaden 300 ml de Acetona y se
agita durante 5 minutos con la ayuda de un agitador de
vai ven.
Se filtra a través de un papel de fi1tro Albet n»23B a una
probeta de 500 ml. Del filtrado obtenido se pasan 300 ml a un 
matraz de 1 L conteniendo 40 ml de acetato de plomo al 10%; 
La probeta es lavada con 100 ml de agua, que son incorporadas
al matraz. Se agita y se deja reposar durante 15 minutos. Se
anaden 10 ml de Sulfato sddico saturado, y se filtra a una 
probeta de 500 ml. 300 ml del filtrado se llevan a un embudo 
de decantacion de 500 ml, donde se extraen los 11pi dos por 
agi taci dn vigorosa durante 1 minuto tras la adicidn de 1 0 0 ml
de hexano. La fase organica es eliminada y la fase acuosa se
lleva a otro embudo de decantacidn de 500 ml donde se anaden 
50 ml de una solucidn de cloruro sodico al 5%, pasando a
extraer durante 1 minuto con 100 ml de cloroformo. Recogemos 
la fase inferior clorofdrmica en un matraz de 500 ml, y la 
fase acuosa se extrae una segunda vez con 50 ml de
cloroformo: la fase organica formada se anade al mismo
matraz.
El extracto se pasa a través de una columna cromatograf i ca de
2 0  mm de diametro interno y 40 cm de altura, rellena en su
mitad de sulfato sddico anhidro (unos 40 g). La solucidn 
obtenida es recogida en un matraz en forma de pera de 500 ml; 
la columna es lavada 3 veces con porciones de 15 ml de
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cloroformo que son recogidas en el mismo matraz.
En la figura 11.3 se muestra un esquema del désarroi 1o de
esta técnica.
* Los procesos de Concentracidn del extracto y
Cromatograffa en capa fina se llevan a cabo si guiendo el
proceso descrito para Técnica 1.
* Cuantificacidn: Por el cal culo de volùmenes que han
si do deshechados durante el désarroilo de la Técnica, de los 
100 ml de la muestra original, son 50 ml los representados en 
el extracto final, y a el1 os debemos hacer referir los
resultados obtenidos.
11.5.f. Técnica de Stubblefield modi ficada por la AOAC (16,
353 )
* Extraccidn: 50 ml de leche mantenida a temperatura
ambiente se mezclan en un embudo separador de 250 ml con 10 
ml de una solucidn saturada de cloruro sddico y con 1 2 0 ml de 
cloroformo almacenado a una temperatura aproximada de 35"C. 
Se agita durante 1 minuto. Se deja separar en capas durante 
unos 2 minutos; en caso de formacidn de emulsiones que 
impiden esa separacidn, se centrifuge para romper las mismas.
Figura II.3 Esquema de la técnica de Tripet et al. (368) para la
determinaciôn de aflatoxinas en leche
300 ml Acetona
10 ml Sulfato 
sidleo aaturado
5ml Clorofonae 
5ml Cloroforeo 
.5ml Clorofonae
ccr
Fast Aeuoaa
100 ml Hexano
300 ml Filtrado
300 ml FiItrado
50 ml Cloroformo
Fase Clorofdrmlca
Concentrâtidn 
en Rotavapor
Columns 
Cromatogrifica
AO ml Acetato 
de plomo al 10%
50 ml ClNa al 5%
100 ml Cloroformo
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bastando 6000 rpm durante 5 minutos. La capa inferior 
cloroférmica se recoge en una matraz Erlenmeyer de 250 ml, 
donde se anaden 1 0 g de sulfato sôdico anhidro para eliminar 
los posibles restos acuosos. Se agita y se deja reposar unos 
3 minutos. Se filtra el cloroformo a través de un papel Albet 
n« 236 a una probeta graduada de 125 ml, midiendo el volumen 
recogido que nos va a ser después imprescindible en la 
cuantificacidn de aflatoxinas.
* Los procesos de Limpieza en columna cromatografica, 
Concentracidn en rotavapor y CromatografIa en Capa Fina se 
efectûan en la forma ya descrita para Técnica I.
En la figura II.4 se muestra un esquema de esta técnica.
* Cuantificaciôn: Las aflatoxinas calculadas en el
extracto clorofdrmico final no se pueden hacer referir a los 
50 ml de muestra de leche original, si no que se debe apii car 
la formula siguiente:
W * Wt X F / 120
Donde:
W « Volumen de leche representado en el extracto
f i nel .
Wt « Volumen de muestra original (50 ml)
F B Volumen del filtrado tras la adi ci ôn de cloroformo 
a la leche
Figura II.4 Esquema de la técnica de Stubblefield (16, 353) para la
determinaciôn de aflatoxina en leche
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II.5.g. Tecni ca propia (Técnica II)
En comparacidn con la TECNICA I ya descrita, existen 
di-f erenci as en cuanto al proceso de CCF, determi nado por el 
hecho de que con esta metodologfa se investigd la produce!dn 
experimental de aflatoxinas en yogur y queso, que aun siendo 
minima, siempre es muy superior al nivel de en leche y 
productos lacteos natural mente contami nados, lo que hace que 
su apreciacio'n en cromatopl aca sea mis sencilla, y por tanto, 
no se precise la limpieza por cromatograffa de adsorcidn.
* Extraccicfn: Se 1 leva a cabo en forma iddntica a lo
descrito para la Tdcnica I, tanto para leche como para yogur 
y queso.
« Concentracidn en rotavapor: Se 1leva a cabo en la
forma descrita.
En este caso, dados los altos niveles de aflatoxinas en el 
extracto, no va a ser necesario el proceso de 1 impieza en 
columna cromatografica, por lo que la concentracion no 
necesita ser en un primer término a sequedad para eliminar 
los posibles restos de metanol y acetona, sino que se 
concentra directamente hasta 1 0 0 0  pl en los tubos de 
centrffuga.
Este va a ser el extracto final a partir del cual sa va hacer 
la cromatograffa en capa fina.
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Un esquema de 1 as Tëcni cas I y II puede ser apreciado en la 
figura II.S.
♦Cromatograffa en Capa Fina:
- La preparaci ôn de 1 a cromatoplaca se lleva a cabo en la 
forma ya descrita para la Técnica I.
- Colocacidn de las manchas: Para cada uno de los extractos
problema colocamos sobre la linea imaginaria situada a 4 cm 
de la base de 1 a cromatoplaca las si gui entes manchas ocupando
franjas consecuti vas y aproximadamente en el centro de las
mismas; 2 de 1 ^ 1  y 2 de 1 0  ^ 1 .
En una de las manchas correspond:entes a 1 ^1 y en otra de 10 
/.tl , se superponen 5 /ul de la solucidn standard patron
conteniendo 1 as cuatro aflatoxinas principales a 5 /ig/ml cada 
una y otros 5 i^l de 1 a solucidn de a 1 /ig/ml (standard
1nterno): en otra mancha aparté se coloca uni camente la
solucidn patron (standard externo); el diametro de las
manchas una vez finalizado el proceso no debe ser superior a 
2 -2 .5 cm, para lo cual durante el proceso de deposici dn de 
los distintos voldmenes en las manchas nos ayudamos de una
corn ente de aire cal i ente sumi ni strada por un secador.
En resumen, para cada muestra se uti1izaran 5 franjas:
•Una externa que corresponde a los patrones de
aflatoxinas. Es el denominado patrdn externo.
•Dos con 10 y 1 /il del extracto correspondi ente a la
Figura II.5 .- Esquema de las técnicas I y II (técnicas propias) para
determinaciôn de aflatoxinas en leche
Leche 
50 ml
CCljHNo 
7 ml
ogitor I
Me-Ac 50 -20
70 ml
Yogur
CO3HN0 
60 ml
ogitor
Me-Ac 75:30 
105 ml
Que
» !
SO
CO)HNa 13'/, 
100 ml
_
ogilor
Hc-Ae 75:30
105 ml
ogitor 
30 seg
cent f i l  ugociôn 
30 min
S000 rpm
-10" C
F. Cbr 01 drmico
Clorolormo 
75 ml
r  Acuoso
Clorolormo 
25 ml
concersocidn en 
rota vo por
C.C.F. 
Tëcnico 11
1
cromalogrofîo en 
columna de 
Silicogel 60
conccntrociOn en 
rolavopor
C.C.F. 
Técnica 1
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muestra problema.
• O t r a s  d o s  con 10 y 1 a 1 os  que se s u p e r p o n e  la
B O l u c i d n  p a t r o n  de a-f 1 ato>:in a s  e m p l e a d a .  Es el d e n o m i n a d o  
p a t r o n  i n terno.
For tanto, en cada cromatoplaca podremos estudiar hasta 
cuatro extractos problema.
* Désarroi 1 o de la cromatopl aca: De la -forma ya
descrita, con el mismo sol venter Cl/Ac/Ip (170/20/10).
* Interpreted c5n del désarroi 1 o: Una vez secas, las
cromatoplacas se observan con 1 ampara de lu: ultravioleta a 
366 y 254 nm, sobre -fondo negro y a una di stand a de unos 10
cm de la misma. La -f 1 uorescend a con que se observa es:
A-f 1 atox 1 nas , B^ , : FI uorescend a azul a 366 nm y
azul mas apaçado a 254 nm.
A-f 1 atox 1 nas y Gg: FI uorescenci a azul ver dosa a 366
nm y verde a 254 nm.
-* Con-f 1 rmad on de la presenci a de a-f 1 atox i nas:
- Fuiverizacién de la cromatoplaca con la mezcla 
Ac. sul-f ûrl co-Agua al 1/3: De la -forma ya descri ta.
- Método de Frzybylski (280): Se divide una cromatoplaca en 
dos zonas iguales (A y B), en cada una de las cuales se 
col ocan la muestra y 1 os patrones (externos e i nternos) tal y 
como acabamos de descri bi r en el apartado correspondi ente a
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la preparacidn de las cromatoplacas, quedando la zona A 
idéntica e la zona B en cuanto a las manchas situadas.
A conti nuaci o'n se tapa la zona A de la cromatopl aca con una 
limina de vidrio para protegerla, mi entras que sobre cada una 
de 1 as manchas de la zona B se deposits 1 ^1 de acido 
tri-f luoroacético. Se de ja reaccionar durante 5 minutos, 
siempre la cromatoplaca protegida de la luz. Se seca con 
corr1 ente de aire cal lente durante 10 minutos y se introduce 
en 1 a camara de désarroi1 o.
Como sol vente de désarroi 1o empleamos Cl/Ac/Ip (170/20/10).
Una vez désarroi 1ada y seca la cromatoplaca, se hace la 
observacidn con la 1 Empara de luz UV, en 1 as condi ci ones ya 
indicadas, comparando las dos zonas, A y B.
En la zona A, 1 as a-f 1 atoxinas B^,G^ y presentar^n sus 
car acter I sti cas tf pi cas de -f 1 uorescenci a y si tuaci on; en 
cambio, en la zona B, esas a-flatoxinas se habrân trans-formado 
en sus correspondi entes hi drox i deri vados, a-f 1 atox i nas 6 2 ,^, ^2 a 
y ^2 ow respectivamente, las cuales presentaran una 
-f 1 uorescenc i a mas intensa que las originales, y un Rf 
aproximadamente 4 veces menor. Estas nuevas af1atox1 nas 
tambien dan -f 1 uorescenci a amari lia en la prueba del a'cido 
sul-furico, que por tanto se puede api i car para completar la 
con-f i rmaci dn. Las a-f 1 atoxi nas B 2 Y G2 P*rmanecer^n en la 
misma situaci on en ambas zonas, A y B, de la cromatoplaca.
* Cuanti-f i caci 5n: Uti 1 i z aremos el método del 1 f mi te de
deteccion.
Este método se basa en le comparaci on entre el limite
- 182 -
in-ferior de vi suai 1 zac ion de la a-flatoxina en la mancha 
problema y el limite de deteccic(n de dicha micotoxina en las
mi smas condi ci ones, conocido el -factor de dilucic^n de la
muestra.
Para el1o previ amente debemos calculer nuestro limite de 
detecc i dn para las distintas af1atox i nas sobre 1 os distintos 
substratos. Para ésto se preparan soluciones patrdn de cada 
una de las af 1 atox i nas a û. 1 pig/ml , o 1 o que es 1 o mismo, 
0.0001 pg/ul. Sobre una cromatopl aca se colocan una serie de 
manchas de esta solucidn coteni endo las si gui entes 
canti dades: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, B, 9, 10 i^l , que
corresponderan a 0.0001, 0.0002, 0.0003, 0.0004, 0.0005,
0.0006, 0.0007, 0.0008, 0.0009 y 0.001 pg de la
correspondi ente af 1 atox m a  y encima de extractos del 
substrato a extraer. Se desarrolla la cromatoplaca de 1 a 
forma habituai. La 01ti ma mancha de las referidas que somos 
capaces de apreciar vi suai mente indicara nuestro limite de
oetecc idn.
Para llevar a cabo la cuantificacion de la muestra problema 
se procédé de la si gui ente manera:
Se cromatogref1 an cant i dades decreci entes del extracto 
problema (6, 5, 4, 3, 2, 1 /ul ) , deter mi néndose el volumen
para el que aun es vi suaiizada la aflatoxina tras el 
désarroi 1o de la plaça.
Si la micotoxina es visible en todos 1 os volümenes 
cromatograf i ados, se procédé a la dilucion del extracto, para 
le que se toman 20 i^l del mismo, que se pasan a un mi ni vi al
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con 1 BO /ul de cloroformo; asi obtenemos la dilucion 1/10, de 
la que se cromatografian i gualmente una serie de volumenes 
decrecientes que se désarroi 1 an como ya se ha indicado.
Si la aflatoxina sigue siendo visible en todas las manchas, 
se réalisa una nueva dilucion y un nuevo désarroi1o, y asf 
sucesi vamente.
Conocido el volumen a que la micotoxina deja de ser visible, 
dicho volumen del extracto centendra una canti dad de 
aflatoxina i gual a 1 a de nuestro 1f mi te de detecci ôn. Por una 
sencilia régla de très, se puede calculer la cantidad de 
aflatoxina en la totali dad del extracto, que sera équivalente 
a la que exista en la muestra original de parti da.
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I 1.6. DETERMINACION DE AFLATOXINAS EN MUESTRAS DE LECHE 
COMERCIAL
Se procediD al analisi s de un total de 47 muestras de leche 
UHT cornerci al procedentes de una Central Lechera de Ledn, que 
recibia leche delà parte norte de la provincia. Las muestras 
•fueron recogi das a 1 o largo del ano 1985, tratando de 
aproximarse 1o mâximo posible a 1 os dias 1, 7, 14, 21 y 26 de 
cada mes, con excepcidn hecha de 1 os meses de Juni o y 
Sept 1embre en que no se efectud tal recogida.
A la 11egada al 1aboratori o, cada muestra era analizada 
si guiendo 1 os pasos descri tos en I1.5.C.1. para la Técnica I 
descr 1 ta por nosotros con la prueba con-firmatoria de Van 
Egmond et al. (378). A continuacidn, cada muestra de leche era 
congelada, con objeto de repetir la extracci dn caso que 
resultara ser positiva o dudosa a la presencia de a-f 1 atox i na 
M1.
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11.7. PRODUCCION DE AFLATOXINAS SOBRE YOGUR
Para el estudio de la capacidad de produce!dn de aflatoxinas
por cepas af1atoxicogeni cas de coleccidn cuando se
désarroi 1aban sobre yogur se procedi 6 a la i nvesti gaci dn por 
una parte en yogures comerciales (elaborados por una Empresa 
de ambito nacionel), comparando poster!ormente 1 os resultados 
obtenidos en ell os con 1 os hall ados sobre yogur elaborado en 
nuestro laboratorio. De esta forma se pretendia determiner la 
i nf1uenci a que el proceso de elaboraci dn del yogur pudi era 
tener sobre I d s  hongos af1atox i cogeni cos, incluyendo dentro 
de esta inf1uenci a no sdlo la elevada temperature de
el aboraci dn (45 *0, si no también el probable efecto de 1 as 
bacter1 as 1écti cas. Por otra parte, podriamos apreciar la 
posible accidn que 1 os conservantes utilizados por la
industrie en la elaboracion de yogures pudieran désarroi1ar 
sobre 1 os hongos af1atoxicogeni cos.
Una vez desarrol1 ado el hongo sobre el yogur, se procedia a 
la separaci dn de mi celio y substrato, con objeto de hacer la
e>:tr acci dn de aflato>;inas de forma i ndependi ente a partir de
ambos, y permi t i r por otra parte la determinacidn del grado 
de creci mi ento fungi co en forma de peso de mi celi o seco.
En aquellos casos en que el crecimiento fungi co sobre el 
yogur fue muy ligero, representado por pequenos fi1 amentos, 
no se 11evaba a cabo tal separaci dn, si no que se determinaba
el conteni do en af1atox i nas de forma conjunta, si gui endo 1 a
- 186 -
técnica de extracci dn de a-f latoxinas del yogur.
Todas las determi naci ones -fueron e-f ectuadas por triplicado, 
tanto del peso de micelio seco como de a-f latoxinas en micelio 
y substrato.
II.7.a. Determi naci on del crecimiento fungico sobre el yogur
El crecimiento fungico se expresd en forma de peso de micelio 
seco, y se determind si guiendo la Técnica de Shih y Marth 
(334), 1igeramente modificada por nosotros.
En primer lugar se debia procéder a la separacion de hongo y 
substrato (yogur), 1o que se hacfa de forma senci11 a por 
cuanto el hongo présenta un crecimiento bastante compacte. 
Ayudandonos de unas pinzas, se recogia el micelio, que crece 
formando una masa redondeada y compacta, adqui ri endo la forma 
de la superficie del yogur, y se 11evaba a una plaça de Pétri 
de vidrio de 9cm de diamètre.
Se mantenia a 50 *C durante 24h, al cabo de las cuales se
dejaba que alcanzara la temperatura ambiente, momento en el
cual se procedia a pesar el micelio.
Una vez pesado se introducfa en un matraz de 250 ml, donde se
11evarf a a cabo la extraccion de af1atoxi nas.
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II.7.b. Determi naci (Sn de afl atoxi nas en micelio
Se efectuo siguiendo la Tecnica de Shih y Marth (333),
1igeramente modificada por nosotros.
Al matraz donde se habfa introducido el micelio se anadian
sucesi vamente 25 ml Cl oroformo + 50 ml Metanol * 20 ml de
agua. Se sometia a agitacion durante 10 minutos en un 
agitador de vaivén. Se pasaba la mezcla a un embudo separador 
de 250 ml sin dejar caer el micelio. Se anadian a dicho 
embudo 50 ml de cl or of or mo 50 ml de agua. Se agi taba
vigorosamente durante 1 minuto y se dejaba separar en capas.
La capa cloroformica se dejaba caer gota a gota, fi1trando a
través de un papel de filtro Albet 238, doblado sobre si
mismo y repi etc de sulfato sôdico anhidro. El cl oroformo 
filtrado se iba recogiendo en un matraz en forma de pera. 
Antes de dejar caer la totali dad del cloroformo, se cerraba 
la 1 lave de paso y se realizaba una segunda extracci6n de la 
capa acuosa con 25 ml de cl oroformo, agi tando 1 minuto. Una
vez separado en capas, se filtraba la inferior al mismo
matraz en forma de pera si gui endo el proceso ya descri to.
Los procesoB de concentraci6n en rotavapor, cromatograffa en 
capa fina y cuanti fi caci on se realizan de la forma ya
descrita para la determinaci6n de aflatoxinas en yogur
si guiendo la técnica II (II,5.g.).
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I1.7.C. Determinacion de aflatoxina» en yogur
Una vez separado el micelio del yogur, se tomaban 50g de 1 a 
parte superior del mismo con la ayuda de una cucharilia, y se 
llevaban a un vaso de acero inoxidable de 285 ml. La 
determinacién de aflatoxinas en estos 50g se hacia si gui endo 
todo el proceso ya descrito en II.5.g. (Técnica II).
II.7.d. Producci dn de aflatoxinas sobre yogur comerci al
Los yogures nos eran sumini strados por una Planta elaboradora 
de amplia difusion nacional, que colaboro en nuestros 
estudios. Los yogures eran recogidos en dicha Planta nada mas 
finalizar su proceso de elaboraci én, cuando comenzaba su 
periodo de almacenamiento para posterior distribucién y 
venta. Eran transportados a nuestro 1aboratori o en un 
contenedor que mantenia temperatura de refri geraci én durante 
el trayecto. -
11.7.d.1. Inoculaci on
Se efectuaba a la 11egada de 1 os yogures al 1aboratori o, para 
1o que seguiamos el proceso descrito en II.4. sobre recogida
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de una suspension de esporas de la cepa aflatoxicogénica.
En cada yogur se inoculaban 4-5 x 10^ esporas, para lo cual 
se tomaba parte de dicha solucidn homogenei % ada con una 
jeringa de 5 ml, a la que se acoplaba su correspondi ente 
aguja; se inoculaba perforando la tapa del yogur con esa 
misma aguja; se dejaba caer la cantidad précisa para alcanzar 
la concentracidn de esporas indi cada, y se 11evaba a
incubacidn. Dicha jeringa tiene subdivisi ones de 0.5 ml; por
tanto, en caso de que para esta cantidad se sobrepasara el
numéro de esporas a inocular, se hacfa una dilucidn de la
solucidn i ni ci al de esporas.
II.7.d.2. Incubacidn
Los si gui entes parâmetros fueron objeto de estudio dentro de 
la produccidn de aflatoxi nas sobre yogur comercial:
- Temperatura: 28, 15 y 10®C.
— Condi ci ones del envase: Se estudio la di ferenci a de 
producci dn de aflatoxinas en envases intactos y en aquel1 os 
que pudieran haber sufrido un pequeno dano.
* Envase intacto: después de haber llevado a cabo la 
inoculacidn en la forma descrita, el pequeno orificio causado 
por la aguja era cerrado con una triple capa de parafilm.
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adherid# perfeetamente a la tapa.
* Envase danado: El orificio de inoculaciôn se dejaba
abi erto.
- Periodo de incubacidn: El tiempo de incubacidn max i mo 
para el estudio de la producci dn de aflatox i nas en yogur 
comerci al se establecid en 2 1 dias, por ser este el periodo 
de caduc!dad del yogur, si bien en algunos casos en que en 
este tiempo no se pudo detectar producci dn de aflatoxinas, se 
dejd incubar hasta 1 os 25 dias. El tiempo mfnimo se défi nid 
como aquel en que se comenzaban a apreciar pequenos 
fil amentos fùngi cos, indicadores del crecimiento.
Combinando estas très paramètres, se efectuaron 1 os
si gui entes estudios sobre produccidn de aflatox i nas en yogur 
comercial:
1 ) En envase daRado a 28*C.
2) " " intacto a 28*C.
3) " " danado a 15"C.
4) " " intacto a 15*C.
5) " " danado a 10®C.
Una vez finalizado el proceso de incubacidn, el primer paso 
antes de llevar a cabo cualquier tipo de estudio era procéder 
a la inactivacidn del hongo aflatoxicogénico, para lo cual se 
rociaba el moho con cl oroformo, con la ayuda de una pipeta.
- 191 -
I1.7.e. Produccidn de aflatoxina* sobre yogur elaborado por 
nosotros
II.7.e.l. Proceso de fabricacidn del yogur
Seguimos la técnica tradicional de fabricacidn del yogur, 
que era elaborado en recipientes estériles tipo MAYFAR de lOO 
ml de capacidad, en lotes de 8 en cada procesado. A cada 
reci pi ente se anadian 90 ml de leche esteri1izada y 
homogeneizada comerci al a una temperatura de unos 40*C. Se 
completaba con una cucharada pequena (2 g) de leche descremada 
comerci al en polvo con objeto de aumentar la concentracidn de 
solides totales, y con el1o la consi stenci a del futuro yogur, 
alcanzando lo que se considéra medida ideal de soli dos 
totales del mismo, que es de un 15-16%; Se anadia el culti vo 
starter, constituido por un 1% de yogur comerci al. Se 
homogeneizaba toda la mezcla con la ayuda de una cucharilia, 
y se 11evaba a incubacidn a 45 * C durante 7 horas en una 
yogurtera domésti ca BRAUN. Al término de dicho proceso de 
incubacidn, se mantenia en refrigeracidn a 4*C durante 17 
horas con objeto de que se completara el proceso de 
fermentaci dn. Al cumplirse este plazo, se 11evaba a 
incubacidn a la temperatura y en las condici ones objeto de 
estudio.
En la figura 11.6 podemos apreciar un esquema del proceso de
Figura II.6 Esquema del proceso de elaboracidn del yogur siguiendo
la aetodologia tradicional
Adiciân starter
Calentar a 40*C
45»C - 7h
Incubacidn
Refrigeraciôn 
4*C - 17h
Leche esterilizada
comercial
Contaainaciôn con cepa 
aflatoxicogénica
Distribuir en recipientea 
a raz6n de 90al en cada uno
Adiciôn leche 
descremada comercial 
2 g /  recipiente
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elaboracion del yogur segui do por nosotros.
11.7.6.2. Inoculaci on
Se realise por una suspension de esporas preparada de la 
•forma descrita en II.4., y con inocul aci on de 4-5 >: 10® 
esporas por yogur, excepci6 n hecha de 1 os estudios sobre la 
in-f luencia del tamano del inocul o sobre la producci on de 
aflatoxinas.
11.7.e.3. Incubacidn
Los estudios sobre la producci dn de a-f 1 atoxi nas en yogur 
elaborado por nosotros en el laboratorio inclufan I os
siguientes parâmetros:
- Cepas aflatoxi cogdni cas de coleccidn: Se utilize
principal mente la cepa A^arasi_ticus NRRL 2999, compl etando 
1 as investigaciones con la cepa A.f1avus NRRL 3251 para
estudiar las variaciones que pudieran existir entre 1 as
distintas cepas aflatoxi cogeni cas en cuanto a désarroi 1 o y
producci dn de aflatoxi nas.
- Momento de la inoculacidn: El proceso de inoculacidn 
tiene lugar tras la adicidn de leche al tarrito MAYFAR, 
simulando por tanto contaminacidn i ni ci al de la leche por
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esporas del hongo aflatoxicogenico. Junto a estos estudios, 
se elaboraron yogures control, sin inocular, con objeto de 
ser contaminados una vez finalizado su proceso de 
elaboraci dn, y comparar asi 1 os resultados obteni dos de esta 
forma con los del yogur comerci al. En ell os la inoculacidn se 
realizaba con la misma metodologia que en el caso de los 
yogures comerci ales.
- Condi ci ones de elaboracidn: Se pretendia estudiar la 
influencia que pudiera tener sobre el désarroi 1o del hongo 
aflatoxi cogeni CO la elaboracidn en condici ones aerobi as en 
comparacidn con lo que sucederia en condici ones de 
microaerofilia. Para ello, en el primer caso los yogures se 
introducian en la yogurtera sin su tapa (proceso tradicional 
de fabri caci dn) si endo manteni dos en refri geracidn con su 
tapa. En el segundo caso, todo el proceso de elaboracidn, 
tanto la incubacidn a 45*C como la posterior refrigeracidn se 
realizaban con el yogur cubierto con su tapa, recubierta a su 
vez con parafilm, para asegurar un cierre perfecto.
- Periodo de incubacidn: Se estudi6 un periodo miximo de
incubacidn de 2 1 dias, tiempo considerado como periodo de
caducidad del yogur, que al igual que en el caso de los
yogures comerciales, se pudo prolonger en aquellos casos en 
que en 21 dias no pudo ser detectado crecimiento. El tiempo 
mfnimo era aquel en que se comenzaban a apreciar pequeKos 
f i 1 amentos filngicos.
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- Temperatura de incubacidn: 28, 15, 10*C, y también se 
estudi aron temperaturas ci cli cas, manteniendo el yogur 
durante 24 horas a 2B*C, 11evando después a incubacidn a 10*C.
— Condi ci ones del envase durante la incubacion: Una vez
■finalizado el proceso de elaboracidn del yogur, se 11 evaba a 
incubacidn. Para ello en unos casos se procedia destapando el 
contenedor, y cubriéndolo con una capa de papel de aluminio, 
en la que se practicaba un pequeno orificio con una aguja 
estéri1 . De esta forma se simulaba la incubacidn en envase 
daRado. En otros casos el yogur era cubierto con su tapa y 
recubierto por parafilm, simulando incubacidn en envase 
i ntacto.
Combinando estos parametros se llevaron a cabo los siguientes 
estudios sobre producci dn de af1atoxi nas en yogur elaborado 
por nosotros:
1 ) Elaboracidn destapado e incubacidn en envase daRado a 28*C.
2)
3)
4>
5)
6)
7)
8)
tapado
destapado
" 15*C. 
intacto a 28®C.
" 15*C. 
" 28*C. 
" 15"C. 
daRado a 1 0 *C.
24h a
28*C y después a lO'C.
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9) Inocul aci dn posterior a la -fabricacidn e incubacidn a 2B"&.
10) " " " " " " " " 15»C.
11) Proceso de elaboracidn destapado e incubacidn en envase 
daRado a 28 *C, inocul ando con la cepa afl atoxi cogeni ca 
Aspergillus flavus NRRL 3251.
- Influencia del tamano del inoculo: Se procedid a
inocular yogures antes del proceso de elaboracidn con una 
distinta cantidad de esporas con objeto de comprobar su 
posible influencia sobre la producci dn de aflatoxinas.
Para llevar a cabo estos estudios, se prepard una suspensidn 
de esporas siguiendo el proceso descrito en 11.4., con 4 x 10® 
esporas/ml. Se prepararon di1uci ones décimales a partir de 
ésta empleando como di1uyente una solucidn salina Ringer con 
Tween 80, hasta 1legar a una que en teoria contendrfa 40 
esporas/ml.
De cada una de las diluciones obtenidas, se inoculd 1 ml 
siguiendo el proceso descrito en 1 1 .7.d.1 ., y se 1 levé a cabo 
la extracci dn a los 10 dias a 2B*C.
De esta forma se estudid la producci dn de aflatoxinas sobre 
yogur elaborado por nosotros, inoculado con los siguientes 
tamanos de indculo:
• 4 X 10 esporas
• 4 X 10^
• 4 X 10®
• 4 X 10^
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• 4 >! 10®
*4 X 10®
En la -figura II. 7 se muestra un esquema de los estudios
l l e v a d O B  a cabo por nosotros sobre la producci ôn de
aflatoxinas en yogur.
Figura 11.7 Esquema de los estudios realizados sobre la producciôn
de aflatoxinaa en yogur
Micelio Substrato
Incubacidn
Inoculaciôn
Inoculaciôn
Yogur
comercial
Elaboracidn
yogur
esterilizada
Leche
Deterninaciôn 
Aflatoxinas 
(Shih. 1973)
Determinéeiôn 
Aflatoxinas 
Técnica propia
Determinéeiôn 
Peso Micelio Seco 
(Shih, 1974)
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II.8 . INFLUENCIA DEL PROCESO DE ELABORACION DEL YOGUR SOBRE 
LA AFLATOXINA
Se investig6 la posibilidad de degradaci6 n de la aflatoxina 
durante el proceso de elaboracion del yogur, asi como durante 
su al macenamiento en refri geraci 6 n durante 2 1 dias, tiempo 
considerado como caducidad de este producto.
11.8 .a. Proceso de elaboraci 6 n del yogur
Se llevo a cabo siguiendo los pasos ya descritos en II.7.e.l.
II.8 .b. Inoculaci 6 n de 1 as aflatoxinas
Se efectuo la contaminacion con una soluci on de aflatoxina 
patron en cloroformo. BOO ml de leche se contaminaban con 4 
ml de una soluci 6 n de a 1 pg/ml, es decir, con 4 pg de
aflatoxina en total, o lo que es lo mismo, con 5 ppb. El
cloroformo se eli mi naba por calentamiento del matraz en un
ÜaMo maria a 65*C mi entras se mantiene en agitaci on manual *
poster!ormente se dejaba enfriar hasta 40"C antes de ini ciar
la elaboracion del yogur.
Con 1 os 800 ml de leche se elaboraron 7 yogures, en los 
cuales se procedi ô a la extracci on de aflatoxinas en los
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siguientes momentos:
* Tras 7h de incubacion a 45*C.
r * Tras 17h de refrigeracion (fin del proceso de 
elAboracién).
* Tras 24h de almacenami ento a 4*C.
* Tras 7 di as de almacenami ento a 4*C.
* Tras 10 dias de almacenamiento a 4*C.
* Tras 15 dias de almacenami ento a 4*C.
* Tras 21 dias de almacenamiento a 4*C.
Asi mi smo, se procedi 6 a la extracci 6n de 50 ml de leche 
contami nada para ser utilizados como referenci a. Tambien 50 
ml de leche antes de la inoculacion fueron extraidos para 
aflatoxinas para comprobar su ausenci a en la misma.
Estas experi enci as fueron efectuadas por duplicado, por la 
elaboraci on de 2 lotes de yogures siguiendo este mismo 
proceso en ambos.
II.B.C. Extracci on de aflatoxinas
Se llevo a cabo siguiendo la Tecnica II descrita en II.5.g. 
para extracci ôn de aflatoxinas en leche y yogur.
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11.9. PRODUCCIDN DE AFLATOXINAS SOBRE OUESO MADURADO
Se estudio la capacidad de producci ôn de aflatoxinas por una 
cepa afl atoxi cogeni ca de colecciôn, Aspergillus parasiticyts 
NRRL 2999, sobre queso Madurado en condici ones 
expérimentales, simulando distintas formas de contami naci on 
del queso y distintas posibi1 idades de almacenami ento del 
mismo.
11.9.a. Proceso de fabri caciôn del queso Madurado
Los distintos quesos utilizados en nuestros estudios fueron 
elaborados en varies lotes, parti endo cada vez de 35 L de 
leche de mezcla.
En primer lugar describiremos el proceso general de 
elaboraciôn de queso Madurado, que es en esencia similar al 
segui do para el queso Manchego (35), para ci tar a 
conti nuaci ôn el punto y la forma en que se habia llevado a 
cabo la inoculaciôn del hongo toxicogenico.
Para nuestros estudios contamos con la colaboraciôn de 
Central Quesera,5.A., que nos sumi ni strô parte del material 
necesari o para poder efectuar la elaboracion, prestandonos su 
asi stenci a técnica en todas aquel1 as dudas que nos fueron 
surgiendo referidas a la tecnologia de elaboraciôn del queso
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Madurado.
La leche de parti da nos fue suministrada por Central Quesera,
S.A., y présenté las caracter{sticas cltadas en Il.l.h.
Esta leche habia sido someti da en la propia Central a un 
proceso de pasterizacion a 72 * C durante 15 segundos en un 
pasterizador de plaças, tras lo cual se introduce a en una 
cantara higienizada de cierre no hermético, donde se sometia 
a refri geraci on a 4 * C. Cuando la leche alcanzaba esta 
temperatura, se transportaba a nuestro laboratorio en las 
mi smas cantaras, en un vehiculo no dotado de condi ci ones
i sotermi cas. El transporte hasta el laboratorio nunca excedi 6 
de un ti«mpo de 45 minutos. A la recepcién en el mismo se 
procedia a veri fi car el valor del pH, para comprobar de esta
forma las condi ci ones higiénica de esa leche.
A continuaciôn, la leche era calentada en la propia cantara, 
haciendo uso de un quemador de gas butano, mi entras se
removia constantemente con la ayuda d* un cucharôn de latôn.
Se calentaba hasta que la leche alcanzara una temperatura de 
32-33" C; en este momento se procedia a la adicion de Cloruro 
CâlClco, en la proporci 6 n de 13.5 g por 100 L de leche, 
siempre manteniendo la agitaci6 n. Se dejaba actuar el ClgCa 
durante unos 5 minutos.
Se dis'trîbuia la leche a partes iguales en dos reci pi entes 
(17.5 L en cada uno), que se introducian en un baRo de agua 
caliente que permitia mantener la temperatura de la leche en
unos 34*C.
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Se adi ci onab# el culti vo lâctico cornerci al (preparado en la 
forma descrita en ll.l.h.), en una proporci on al 1%
Se mantenia agi tando durante unos 5 minutos, y se anadia el 
cuajo (2.5 g por 100 L), y tras remover durante unos 2-3
minutos, se dejaba reposar, verificando la temperatura cada 
10 minutos para que no sobrepasara esos 34*C, ni disminuyera 
tampoco por debajo de los 31*C.
El tiempo que se dejaba reposar era variable, normal mente 
unos 30-40 minutos, hasta que la cuajada adquiria la 
consistencia idonea. Para establecer el momento en que se 
habia alcanzado esta consistencia se uti1 izaban
procedimientos segui dos por los maestros queseros
(J.Lizarralde, comunicacion personal), dentro de los que se 
incluye la llamada "prueba del dedo", consi stente en 
introducir el dedo en la cuajada sacandolo paraielo a su 
superficie; cuando los dos bordes formados en la cuajada 
vol Vian a su posi ci ôn original, cerrando el hueco formado, 
por donde sali a una pequena canti dad de suero, era el 
instante en que la cuajada habia alcanzado una consi stenci a 
idonea. Otra forma de considérer que una cuajada presentaba 
la consi stenci a précisa era el momento en que se podia 
desprender de las paredes del contenedor sin perder en 
absoluto su forma, dejando salir suero por esos resqui ci os.
Una vez coagulada, se cortaba la cuajada con una lira de
al ambre, dando lugar a la formaciôn de pequenos granos de 
cuajada, con un tamaAo aproximado de 5 a 10 mm.
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Después del corte de la cuajada, se procedia a la separaci ôn 
del suero, proceso que llevamos a cabo dentro de un barreno, 
con objeto de poder medir el volumen de suero desprendi do. 
Para ello, fbamos pasando cuajada del recipiente a un gran 
colador, donde iba quedando retenida la cuajada propiamente 
dicha, dejando pasar el suero. Con movi mi entos ci rculares de 
la misma con la ayuda de una pipeta, conseguiamos dejar caer 
1 as ultimas porciones de suero, momento en que pasabamos la 
cuajada a uno de los mol des recubierto por un pano de queso, 
donde iba a tener lugar el prensado.
La uti1i zaci ôn de mol des grandes o pequenos no segufa mayor 
criterio que la di sponi bi 1 i dad de ambos, pre-f iri éndose los 
pequenos por contar asi con mayor numéro de quesos para hacer 
nuestros estudios.
La canti dad de suero obteni do de los 17.5 L de leche en cada 
recipiente, estuvo en todos los casos entre 14.1 L y 15.2 L.
Una vez repleto el mol de de cuajada, se dobiaba el pano sobre 
la misma, envolviéndola total mente, cubri éndose con su 
tapadera correspondiente. Se trasladaban todos los mol des 
1 1 enados en un lote, a un cuarto con temperatura ambi ente 
osci1 ante entre 15 y 18* C , donde se procedia al prensado. 
Para esto di sponiamos de una pesada 1 osa de marmol, sobre la 
que se depositaban dos cantaras con 40 L de agua cada una.
Se mantenian prensados durante 6 horas, tras las cuales se 
les daba la vuelta, para lo cual se sacaba el queso del
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mol de, y se vol via a introducir en él en -forma invertida, 
doblando de nuevo el paRo. Se dejaba otras 2-3 horas, momento 
en que se daba por concluido el proceso de prensado. Se 
sacaban 1 os quesos del mol de, y se introducfan en una 
soluciôn de salmuera de 25* Beaumé, donde permanecian por 
espacio de 16-16 horas. En algunos casos se procediô a la 
esteri1 izaci6 n de esta salmuera, para eli mi nar hongos 
contaminantes présentes en la misma, y que podian dar lugar a 
un crecimiento competitivo. Aquel1 os casos en que se uti1 iz6 
esta salmuera esteril para salar 1 os quesos seran indi cados 
en su momento. Cumplido este période, se sacaban de la
solucion, y se dejaban secar en el mismo cuarto sobre una
super-f i ci e horizontal, durante unas 2  horas.
Una vez secos, se pesaban y 1levaban a madurar, para 1o cual 
empl eâbamos estu-fas de temperature graduabl e regul adas a 15"C 
y con un elevado contenido en humedad (65-90 %),
intentando siempre guardar el mayor paraielismo posible con 
el proceso industrial de elaboracion de queso Manchego.
Algunos de 1 os quesos fueron parafinados tras quince dias de 
madurado, por inmersicSn en una f uente con para-f i na
industri al.
11.9.b. Incubaciôn y Estudio
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Inoculacién
Como inéculo se utilizé en unos casos una suspension de 
esporas obtenida en la forma ya descri ta en II.4., y en otros 
un asa cargada recogida de un culti vo de Aspergi11 us 
BÊCasitiSüS NRRL 2999 crecido sobre Agar Patata Dextrosa 
durante 7 dias a 28 * C. Con esto se buscaba apreciar las 
diferencias de désarroi 1o a partir de esporas o a partir de 
mi celi o.
La producciôn de af1atoxi nas sobre queso Madurado se 
i nvesti go en 1 os si guientes casos:
1 . Inoculaciôn de la leche con una suspension de 
esporas:
El objeto de estos estudi os era investi gar la capacidad de 
producciôn de af1atoxinas sobre queso Madurado cuando la 
leche de partida se encuentra contaminada con esporas de un 
hongo toxicogéni co. La inoculaciôn se realizaba por simple 
adiciôn de la suspensiôn de esporas al contenedor de 17.5 L 
una vez que la leche con el cloruro cal ci co habia alcanzado 
una temperatura de ?4*C, y antes de procéder a la adiciôn del 
starter. Tras la incorporaciôn de las esporas, se removia 
bien con el cucharôn de latôn.
Con la ayuda de un contenedor estéril de 50 ml, y con las 
max i mas precauciones posi bles en cuanto a esteri1 i dad se
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refiere, recogiamos una porcion de suero y otra de cuajada 
para 1 levar a cabo con 1 as mi smas el recuento de esporas del 
inoculado, y conocer de esta forma la 
distribue!on de las mismas entre suero y cuajada. Este 
recuento se lleva a cabo siguiendo la Tecnica de di1 uciones 
décimales a partir de la muestra.
En el caso del suero, se tomaba 1 ml con la ayuda de una 
pipeta digital esteri1. Se suspend!a en 9 ml de agua de 
peptona al 1% con Tween 80, con 1 o que se tenia preparada la 
dilucion 1/10 6 10~^  . A partir de esta, se continuaban
haciendo diluciones hasta la 10"*. De cada una de estas 
diluciones se depositaban 1 0 0  )j1 sobre la superficie del
medio de culti vo Agar Patata Dextrosa, extendiéndose sobre la 
superficie del mismo con la ayuda de un asa de Dri gai ski.
En el caso de la cuajada, bien exprimida, considerada como 
queso, se tomaban 2 g que se incorporaban a un contenedor
esteri1 de plasti co de 40 ml de capacidad, al que se anadian
18 ml de agua de peptona al 1% con Tween 80; se homogei ni za
1 o mejor posible con la ayuda de una espâtula de acero 
inoxidable esteri1 izada a la llama; se tomaba 1 ml de la 
mezcia originada, y se procedia a realizar las di1uciones y 
la siembra en la forma ya indicada para el suero.
Las plaças sembradas se incubaban a 25*C durante 3-4 dias, 
pasando a contar el numéro de colonies de AfPtyroil lus en
aquel 1 as plaças donde el numéro de las mismas estuviera entre 
30 y 300.
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Todos 1 os recuentos se efectusron siempre por duplicado.
Dentro de los estudios de contaminacion de la leche con una 
suspension de esporas, se elaboraron 2 lotes de quesos:
- Quesos Q1 (677g) y Q2 (1091g). La leche original se 
contaminé con 14 ml de una suspension de esporas conteniendo 
4 >: 10® espor as/ml , por tanto los 17.5 L de leche conteni an
64 >i 10® esporas. Estos quesos f ueron par af inados a los 15
dias de comenrado el periodo de maduracion. La toma de
muestras se efectué en el Q1 tras 30 dias de madurado, y en
Q2 al finalizar el mismo (60 dias).
- Quesos Q3 (904g) y Q4 (961g). La leche se inoculé con 32 ml 
de una suspension de esporas a 118 >: 1 0 */ml , es decir, en los 
17.5 L de leche 3776 >: 10* esporas. Estos quesos f ueron 
salados por i nmersi on en salmuera estéril, y no fueron 
parafinados. En âmbos la toma de muestras se efectuô a los 60 
dîas de madurado.
2. Inoculaciôn en superficie:
El objetivo era el estudio de la capacidad de producciôn de 
aflatoxinas por cepas aflatoxi cogéni cas creciendo sobre queso 
Madurado cuando se procédé a la contaminaciôn durante el
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madurado del queso, simulando presenci a de hongos 
a-fl atoxi cogéni COS en la sala de curado del mismo. En este 
caso se élaboreront
- Quesos QS (795g), Q6 (B93g) y Q7 (756g). La inoculaciôn se 
llevô a cabo con asa de platino cargada con inéculo, y se 
realizaba en 8 puntos sobre la superficie del queso, formando 
un circulo, y uno més central. Por el crecimiento de otros
hongos no deseables, principal mente perteneci entes al Genero 
EgDL£ili.itüD • los 10 dias se 1 impiaron 1 os quesos Q5 y Q7 
con un paRo humedo, procedimiento que nos fue recomendado por 
los técnicos de Central Quesera, S.A. (J.Lizarralde, 
comunicacion personal), dejando el Q6 sin limpiar para el 
estudio del crecimiento competitivo del Asoeroi11 us . Los
très quesos fueron parafinados a los 15 dias de iniciada la
maduraciôn. En 05 y Q6 se efectuô la toma de muestras a 1 os 
60 dias de madurado, y en 07 a los 30.
Quesos 08 (652g) y 09 (722g). La inoculaciôn se llevô a
cabo en la misma forma descri ta para los quesos Q5, 06 y 07. 
A los 7 dias se 1 impi ô el queso 09. En este caso no se 
parafinaron los quesos. Ambos quesos se trocearon a los 60 
dias de madurado.
- Quesos 010 (518g) y 011 (672g). En principio, la uni ca
di ferenci a con el caso anterior es que el proceso de salado 
se llevô a cabo en salmuera estéril. A 1 os 30 dias de
madurado el queso 0 1 1 se 1 impi ô y llevô a una jarra estéril
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tapada con papel de aluminio, donde se repi ti 6 la
inoculaci on, esta vez con S ml de una suspension de esporas 
preparada en la forma ya indicada y con aproximadamente 4 >; 
10® esporas/ml. A continuaciôn se llevô a incubar a 26*C 
durante 30 dias. Con el queso QIO se realIzô este mismo
proceso descri to para el queso Qll, pero una vez finalizados
los 60 dias de curaci ôn. De esta forma se estudi aba la
posibilidad de désarroi 1 o del hongo aflatoxicogéni co sobre 
queso Madurado a una temperatura mas apta para su crecimiento 
que los 15*C de 1 a sal a de madurado.
3. Inoculaciôn en el centro de un queso ya elaborado:
Se estudio de esta forma la capacidad del hongo para 
désarroi1 arse en el interior del queso, y a partir no soi o de 
esporas, si no también de mi celi o.
Una vez finalizado el proceso de elaboraciôn del queso 
Madurado, y cuando comienza su periodo de maduraci6 n, se 
procedia a quitar una porciôn del mismo con la ayuda de una 
sonda de queso, 1 1 egando hasta aproximadamente el punto 
central del mismo; se quitaba esa porciôn y se inoculaba un 
asa bien cargada del hongo recogida en la forma ya descri ta 
en II.4. El contenido de dicha asa, con mi celi o y esporas, se 
dejaba sobre el fondo del hueco dejado en el queso. Se tapaba 
con la porciôn antes sacada de ese mismo lugar, y se recubria 
con parafina estéril, liquida pero a una temperatura no 
demasi ado elevada para evi tar que al caer sobre el hongo
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pudiera inactivar el mismo.
Se llevaba a madurar. De esta -forma se estudi aron los 
si guientes quesos:
—Quesos 012 (B79g), 013 (779g) y 014 (632g). A los 15 dias de 
ini ci ado el proceso de maduracion, estos quesos se 1 impiaron, 
y después se procedi ô a su para-f inado en la -forma descri ta 
anteri ormente. La toma de muestras se efectuô a los 30 (012), 
45 (014) y 60 dias (013).
- Queso 015 (6 6 6 g): Este queso no fue sometido al proceso de 
parafinado. La toma de muestras se efectuô a los 60 dias de 
madurado.
A estos quesos habrla que anadir los elaborados como 
Contrôles (3) y aquellos que posteri ormente serlan uti1izados 
para la obtenez on de porci ones y macerado de queso, como 
indicaremos en el apartado correspondiente.
4. Producciôn de af1 atox i nas sobre porci ones de queso 
Madurado:
Se investigô la producciôn de aflatoxinas sobre queso 
Madurado cortado en porciones, con objeto de determiner la 
influencia que pudiera tener la corteza del queso sobre la 
producciôn de af1atoxi nas en el mismo. Estableci mos una
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distinciont
#/ Porciones d* queso elaborado por nosotrosi Se obtenian 
porci ones de -forma paralepipedica de la parte central de 
queso elaborado por nosotros, evitando la aparicion de
corteza, que podria 1 levar consigo otros hongos 
contaminantes. Para cortar estas porciones se utilizô un 
cuchillo flameado a la llama.
Tras 30 dias de madurado se procedi6 al troceado de un queso 
no inoculado, dando lugar a distintas porciones que se
colocaron en plaças de Petri de plasti co estériles de 15 cm 
de diametro. Estas porciones fueron denominadas TI (43.5g), 
T2 (30g) y T3 (36g). Se inocularon rociando su superficie con 
5 ml de una suspensiôn de esporas del hongo aflatoxi cogénico. 
Se incubaron a 26*C, durante 6 , 11 y 20 dias respectivamente. 
Tras 60 dias de madurado se troceô otro queso, obteniéndose
las porciones T4 (42g) y T5 (44.5g). Se inocularon con una
suspensiôn de esporas y se incubaron, la primera a 15*C
durante 25 dias y la segunda a 26*C también durante 25 dias.
b/ Porciones de Queso Madurado comercialt Este queso fue 
obteni do en un establecimiento comerci al, y se procedi ô a su 
troceado en porci ones con un cuchillo esteri1 izado a la 
llama, eliminando las partes externes del mismo para evitar 
contaminaciones. Las porci ones se colocaron en plaças de 
Pétri estéri les de 15 cm de diametro, y se inocul aron con 5 
ml de una suspensiôn de esporas. Las porciones asi obtenidas 
fueron denominadas:
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•T6 <49.Bg) y T7 (46.7g), incubad## a 2B*C. 
•T8 (43.7g) y T9 (49.7g), incubadas a 15*C. 
•TIO (50.3g) y TI1 (60.6g), incubadas a 10*C.
5. Producciôn de aflatoxinas sobre queso trituradoi
Nuestro objetivo era estudi ar las variaciones existantes 
entre la producciôn de aflatoxinas sobre porciones de queso y 
sobre un triturado del mismo con aspecto pulverulento.
En principio se troceô el queso, y posteriormente se macerô 
en un mortero, hasta que quedo en forma de pequenos granulos. 
De esta forma se obtuvieron las muestras Ml y M2 a partir de 
queso elaborado por nosotros (tras 30 dias de madurado), que 
se inocularon con 5 ml de una suspensiôn de esporas, y se 
1 levar on a incubar a 26 * C durante 6 y 11 dias 
respectivamente. De queso madurado 60 dias, se obtuvo la 
muestra M3, que se inoculô de la misma forma y se incubé a 
15*C durante 20 dias.
6 . Producciôn de aflatoxi nas sobre pasta de queso:
Se estudiô la influencia que el aporte de agua podla tener 
sobre la producciôn de aflatoxi nas en queso.
En primer lugar se procediô a triturar el queso en un 
mortero; a 1 0 0  g del mismo se ahadlan 1 0 0 ml de agua 
destilada. Esta pasta se introducla en un matraz erlcnmeyer
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estéril de 500 ml, y cubierto con algodon hidrôfobo. Se
inoculaba rociando la superficie de la pasta con una
suspensiôn de esporas.
De esta forma se obtuvieron las si gui entes muestras:
•RI, a partir de queso madurado 30 dias, para incubar 
a 26*C durante 11 dias.
•R2 , a partir de queso madurado 60 dias, para incubar
a 15*C durante 16 dias.
•R3, a partir de queso comercial, para incubar a 10*C
durante 2 0  dias.
En resumen, 1 os distintos tipos de contaminacion posible de 
queso Madurado que han si do estudiados por nosotros han si do:
1.- Inoculaciôn de la leche original con suspensiôn de 
esporas:
-Queso parafinado: Cl y Q2.
-Queso sin parafinar y salado en salmuera estéril: Q3
y Q4.
2.- Inoculaciôn en la superficie del queso con micelio y 
esporas:
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-Queso par#finado sin limpiar: 06.
-Queso parafinado y 1 impi ado: 05 y 07.
-Oueso sin parafinar: 08 y 09.
-Queso sin parafinar y salado en salmuera estéril, con 
posterior incubaciôn a 28*C: 010 y Qll.
3.- Inoculaci on con micelio y esporas en el centro del queso 
al iniciar su maduraciôn:
- Queso parafinado: 012, 013 y 014.
- Queso sin parafinar: Q15.
4.- Inoculaciôn con suspensiôn de esporas de queso troceado y 
mantenido en plaças estériles:
- Porcion obtenida de queso madurado durante 30
dîas e incubado a 26*C: Tl, T2 y T3.
- Porciôn obtenida de queso madurado durante 60
dlas e incubado a 2B*C: T5.
- Porciôn obtenida de queso madurado durante 60
dias e incubado a 15*C: T4.
- Porciôn obtenida de queso comerci al e incubada a
2B'C: T6 y T7.
- Porciôn obtenida de queso comerci al e incubada a
15*C: TB y T9.
- Porciôn obtenida de queso comercial e incubada a
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lO'Ci TIO y Til.
5.- Inoculaciôn con suspensiôn de esporas en queso triturado:
- Macerado obtenido de queso madurado durante 30 dias,
incubado a 2B*C; Ml y M2.
- Macerado obtenido de queso madurado durante 60 dias,
incubado a 15*C: M3.
6 .- Inoculaciôn con suspension de esporas en pasta de queso:
- Incubaciôn a 2B*C: R1.
- Incubaciôn a 15*C: R2.
- Incubaciôn a 1O*C: R3.
11.9.b.2. Toma de muestras
- Oueso entero: Para 1levar a cabo la toma de muestras 
nos ayudamos de un cuchillo de grandes dimensiones (de los 
denominados de cortar jamon), con el que se trocearon los 
quesos en distinta forma segun el tipo de inoculaciôn llevado 
a cabo y los resultados que se i ban obteniendo.
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- Porciones: En aquellos casos en que el crecimiento 
alcanzado por el hongo af1 atox i cogéni co era abundante, antes 
de realizar el procesado de la muestra, se inactivaba el 
hongo roci andolo con cl oroformo.
En el caso de la porciôn T6 , tras 6 dias de incubaciôn, y con 
un crecimiento no abundante aunque si visible,, se dividiô en 
2: T6 -A, para extraer en ese momento, y T6 -B que se dejo
incubar hasta los 13 dîas.
La porciôn T7 se incubô a 2B*C durante 20 dîas, al término de 
los cuales se inactive el hongo rociandolo con cloroformo, y 
se cortô en dos porci ones de aproximadamente 25 g: T7—A se 
extrajo para aflatoxinas tal y como estaba, es decir, junto 
con el micelio crecido sobre el1 a. En T7-B se éliminé el 
micelio total mente, para 1 o cual se profundizaba en la 
porciôn de queso, quedando al final de esta operaciôn una 
porciôn de B. 6 g, sin resto de micelio de ningûn tipo. La 
capa de queso eliminada era de unos 5 mm.
- Triturado de queso: En aquel 1 os casos con abundante 
crecimiento fûngico, al igual que en el caso anterior, se
rociô la superficie con cloroformo para inactivar el hongo.
Poster1 ormente se recogiô el substrato con la ayuda de una 
cuchari11 a hasta compléter los 50 g necesarios para cada
extracci ôn.
- Pasta de queso: Una vez cumplido el periodo de
incubaciôn, se procedfa a la separaci ôn de micelio y 
substrato, para 1 o cual, dado el crecimiento compacto del
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hongo, se tomaba cl micelio con unas pinzas, y se llevaba a 
extraer segun la técnica de Shih y Marth <333) ya descrita en
II.7.b. Por otra parte, se tomaban 50 g del substrato, que se 
extra!an para aflatoxinas.
1I.9.C. Determinaci on de aflatoxinas
Todas 1 as muestras de queso obtenidas en la forma descri ta, 
ya fuera queso entero, macerado o pasta de queso, se 
extrajeron para aflatoxinas segûn la Técnica propi a II ya 
descrita en II.5.g.
En la figura 11.8 podemos seguir el proceso de elaboraci on 
del queso Madurado con los distintos puntos en que se llevo a 
cabo la inoculaciôn de la cepa af1atox i cogéni ca.
rigura II.6 Eaquema del proceso de elaboracidn del queso Msdursdo
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11.10. INFLUENCIA DEL PROCESADO DEL QUESO MADURADO SOBRE SU 
CONTENIDO EN AFLATOXINAS
II.10.s. Introduce!ôn
El objeto de nuestros estudios era determiner la evolucion 
que Butrian 1 as aflatoxinas présentes en leche cuando esta se 
destina a la fabricaciôn de queso Madurado, incluyendo el 
propio proceso de elaboraciôn, periodo de maduraci ôn y
periodo de almacenami ento en distintas condi ci ones. Nuestros 
estudios no se limitaron a la aflatoxina M^, présente en
leche a través de la metabolizaciôn de por animales en
periodo de lactaciôn, si no que abarcaron también I as 4
aflatoxinas principales, por la posibilidad de uti1izaciôn de 
leche concentrada para enri quecer la leche de partida para
elaboraciôn de queso, y sobre la que podria haberse
désarroi1 ado una cepa aflatoxicogénica dando lugar a la
poducciôn de B^, B2 , , y Gg.
La contami naci ôn de la leche con las aflatoxinas se llevaba a 
cabo de forma artificial durante el proceso de elaboraciôn 
del queso tras la adiciôn a la leche del cloruro calcico.
Se elaboraron 2 lotes de queso para estos estudios1 uno de
el1 os se procesô siguiendo los pasos tradicionales descritos 
en el apartado II.9.a. Para el otro lote se incorporé una 
pequeha variante, consistante en que una vez anadido el
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starter a la leche, se dejaba reposar durante 30 minutes, lo 
que se traduci a en una mayor acidi-ficacion.
Describiremos a continuaciôn de forma separada los procesos 
seguidos para cada uno de los 2 lotes.
II.10.b . Lote 1
II.10.b.1. Contaminaci6 n de la leche
Como soluciôn contaminante utilizamos aflatoxinas patron (B^, 
E>2 « , 6 2  V > en cloroformo. Este cloroformo se
incorporaba a un tubo de centrifuge de 1 0 ml, donde con la 
ayuda del dispositivo descrito en ll.S.c.l. (concentraciôn en 
rotavapor), que suministra aire a presiôn, se procedia a su 
evaporaciôn a sequedad.
El tubo de centrffuga era sometido a sucesivos lavados con 
una soluciôn de bicarbonate sôdico al 1% hasta completer 50 
ml; las canti dades obteni das en los sucesivos lavados se iban 
incorporando a un matraz ehrlenmeyer de 1 0 0 ml.
De los 50 ml obtenidos, se tomaba 1 ml con la ayuda de una
pipeta, que era uti1 izado para determinacion de aflatoxinas.
Los 49ml restantes se aRadian a los 17.5 L de leche mis 
cloruro calcico en el contenedor. Se homogeneizaba con la 
ayuda de un cucharôn de latôn, y se affadia el starter.
En este momento se detenia el proceso durante 30 minutos, con
lo que se conseguia una mayor acidificaciôn de la leche.
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Cumplido este tiempo, se continusbs en 1 a forme y* descri ta, 
recogiendo muestras de suero y cuajada para su posterior 
analisi s de aflatoxinas, y de esta forma daterainar su 
distribuciôn durante el proceso de elaboraci on del queso.
En estos estudi os se obtuvieron los quesos: Q16 (665g> y 017 
(849g). Tras 15 dias de maduraciôn a 15*C se procediô a su 
parafinado.
El periodo de maduraciôn complète fue de 60 dias.
11.10.b.2. Estudios efectuados
1/ Influencia de las aflatoxinas sobre 1 as bacteri as 
présentes en leche y starter:
- Técnica de Recuento bacteri ano: Con objeto de
determiner la posible influencia de las aflatoxinas sobre la 
flora bacteriana de la leche y sobre el starter, se tomaron 
muestras para su posterior recuento bacteriano de: leche 
original, leche tras anadir el cuajo, suero y cuajada.
La técnica seguida para 1levar a cabo esta determinaciôn era 
distinta segun se tratara de substratos 1 1qui dos o de 
cuajada. Asi , en el primer caso (leche y suero) se tomaba 1 
ml del producto a analizar con la ayuda de una pipeta digital 
estéril. Se suspend:a en 9 ml de agua de peptona al 1% con 
Tween 60, con lo que teniamos hecha la diluciôn 1/1 0 , ô 10 ~^  . 
A partir de esta, se continuaban haciendo diluciones
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décimales, también en agua de peptona al 1% con Tween 80, 
hasta la 10'^ . De cada una de las diluciones se depositaban 
1 0 0  pl sobre la superficie del medio de recuento propuesto 
por Nunez y descrito en Il.l.g., extendi éndose en su 
superficie con la ayuda del asa de Dri gai ski.
En el caso de la cuajada bien exprimida, considerada como 
queso, se tomaban 2 g, que se incorporaban a un contenedor 
estéril de plâstico de 40 ml de capacidad^ al que se anadian 
18 ml de agua de peptona al 1% con Tween 80, tras lo cual se 
congelaba. Unas très o cuatro horas después, se extrais del 
congelador, y dentro del mismo recipients se trituraba, antes 
de que se descongelara, con una espétula de acero inoxidable 
esteri1 izada a la llama, de forma que se produjera una 
suspensiôn pulvérulents. Una vez descongelada, se tomaba 1 ml 
y se procedia a realizar las di1uciones y la siembra en la 
forma ya indicada para leche y suero.
Las plaças con el medio de cultivo sembrado se incubaban a 
37 * C durante 48 horas, pasando a contar el numéro de colonise 
en aquel1 as plaças donde el numéro de las mismas se 
encontraba entre 30 y 300.
Todos los recuentos se efectuaron siempre por duplicado.
Estas determi naci ones fueron realizadas a lo largo del 
proceso de elaboraciôn de dos quesos contrôles, siguiendo 
esta misma metodologia.
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2/ Inf 1uenci a del proceso de elaboraci on del queso Madurado 
sobre 1 as aflatoxinas présentes en la leche de parti da:
- Determi naci on de aflatoxinas: Se llevô a cabo dicho
analisis en la soluciôn de aflatoxinas en bicarbonate, leche 
tras la contaminaciôn, suero y cuajada final bien exprimida. 
Asimi smo, 50 ml de la leche original fueron analizadas para 
comprobar la ausencia de aflatoxinas en la misma. Todas estas 
determinaci ones, con excepciôn de la relative a la soluci on 
contaminante, fueron efectuadas por triplicado.
1 ml de la solucion de aflatoxinas en bicarbonate al 1% 
fueron extra:das 3 veces con 25 ml de cloroformo cada vez.
La determinacion en leche y suero se hizo siguiendo la 
técnica propi a para la leche descrita en II.5.g.
La cuajada, bien exprimida para eliminar en la misma el 
max i mo posible de suero, fue analizada segun la técnica 
propi a indicada para el queso en II.5.g.
3/ Influencia del periodo de maduraciôn del queso Madurado 
sobre 1 as aflatoxinas présentes en el mismo:
Para 1levar a cabo estos estudios, se tomaron muestras de los 
quesos a lo largo del periodo de maduraciôn, que 
posteriormente eran analizadas para determinar su contenido 
en aflatoxinas.
Para la tome de muestras nos servimos de un cuchillo, con el
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cual ibamos troceando el queso. Dicha toma de muestras se 
efectuô en los si gui entes dias de maduraciôn:
■15 dias: 2 muestras del queso 016.
*30 dlas: 2 muestras del queso 017.
•60 di as: 2  muestras de cada uno de los 2 quesos, 016 y
017, haciendo di ferenci aci ôn entre porciôn interna y externa
de 1 as mi smas. De esta forma se obtuvieron dos porciones 
internas (de 55.6g y 47.4g respectivamente), y dos externes 
(de 49g y 51.6g).
4/ Inf1uenci a del almacenamiento en refri geraci ôn de queso 
Madurado sobre las aflatoxinas présentes en el mismo:
Una vez cumpli dos los 60 dias de maduraciôn, una porciôn de
cada uno de los quesos 016 y 017 se envolvi ô en papel de
aluminio y se llevô a refrigeraciôn a 4*C, efectuando toma de
muestras a partir de las mismas tras distintos péri odos de
tiempo, haciendo distinciôn entre porciôn interna y externa: 
*15 dias: queso 016:
Externa (30g).
Interna (44.6 g >.
•30 dlas: queso 017:
Externa (46.9g).
Interna (43.2g).
•60 dlas: queso 017:
Externe (45.7g).
Interne (44.9g).
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5/ Inf 1uenci a del almacenami ento en congelaci 6 n del queso 
Madurado sobre las aflatoxinas présentes en el mi smo:
Trascurri dos 30 dias de maduraciôn, se corta una porciôn del 
queso 017, troceandose en lonchas, que se envuclven en papel 
de aluminio y se 1levan a congelaci on a -2 0 *C, procediendo a
su anali si s para aflatoxinas tras distintos périodes de
ti empo:
•Porciôn D-1 (Big): 24 horas.
D-2 (49.6 g): 10 dias.
• " D-3 (50.3g) : 30 dias.
• " D-4 (50g): 60 dias.
11.10.c. Lote 2
Se llevD a cabo el estudio de un nuevo lote de leche con 
objeto de complementar 1 as experi enci as anteriores, 
fundamental mente en el senti do de la influencia que la 
refrigeraciôn y congelaciôn del queso Madurado podria tener 
sobre las aflatoxinas présentes en el mismo.
El proceso de elaboraciôn seguido fue el ya descrito, con la 
diferencia con respecto al Lote 1 de que se partiô de 20 L de 
leche y que no se mantuvo ese margen de 30 minutos de espera
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antes de anadir el cuajo. De esta forma se investigaba la 
influencia que la acidificaciôn de la leche pudiera tener 
sobre la distribuciôn de aflatoxinas entre suero y cuajada.
En este lote se obtuvieron los quesos Q18 (869g) y Q19
(984g).
La contaminaciôn de la leche se efectuô en la forma indicada 
para el Lote 1, 11evandose a cabo los siguientes estudios:
1/ Influencia del proceso de elaboraciôn del queso Madurado
sobre las aflatoxinas présentes en la leche de partida:
Se procediô a la determi naci ôn de aflatoxinas en: leche tras 
la contaminaciôn, suero y cuajada final bien exprimida. 
Asi mi smo, 50 ml de la leche original fueron analizadas para 
comprobar la ausencia de aflatoxinas en la misma. La 
metodologia seguida en cada caso fue la ya indicada para el 
Lote 1.
2/ Influencia del periodo de maduraciôn del queso Madurado
sobre las aflatoxinas présentes en el mismo:
A los 15 dias de madurado se procediô al parafinado de 1 os 
quesos.
Se realizô una unica toma de muestras de cada uno de 1 os 
quesos, una vez concluido el periodo de maduraciôn (60 dias), 
a partir de 018 (28.9g) y 019 (29g).
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3/ Influencia del almacenamiento en refrigeraciôn del queso
Madurado sobre 1 as aflatoxinas présentes en cl mismo:
Se si guieron los pasos ya indicados para el Lote 1, haciendo 
extracciôn de cada uno de 1 os quesos a los 30, 60 y 90 dias.
4/ Influencia del almacenami ento en congelaci ôn del queso
Madurado sobre las aflatoxinas présentes en el mismo:
Se SI gui ô la misma metodologia que para el Lote 1, llevando a
cabo la toma de muestras de cada uno de los 2 quesos a los
30, 60 y 90 dias.
En la figura II.9 se esquematiza el proceso de elaboraciôn 
del queso Madurado, con los estudi os efectuados sobre la 
i nf1uenci a que dicho proceso tiene sobre las aflatoxinas.
Figura II.9 Proceso de elaboraciôn del queso Madurado con los
estudios realizados de influencia sobre las aflatoxinas 
présentas en la leche de partida
Deteminaciôn
Aflatoxinas
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Pasterizada
Aflatoxinas en 
50ml CO.HNa 1% Recuento 
Bacteriano
1 ml 49 ml
Cl,CaDeterminaciôn 
Aflatoxinas 4 .7 g
5 min,
Cultive
làctico
1%
5 min
Recuento
Bacterlano
Cuajada
Cortar
Sueroler  «. vue.
[. ■ -J
C ajada
Detersd.nac 1 ôn 
Aflatoxinas
Bacteriano
Prensar
ïï 10-12 h
Introducir 
en salmuera
Secado
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a 15*C Parafinado
(60 dias) (15 dias)
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III.1. TECNICAS DE DETERMINACION DE AFLATOXINAS EN LECHE Y 
PRODUCTOS LACTEOS
Para 1 1 evar a cabo el estudio de la preaencia de aflatoxina M^  
en leche ae requeria una tecnica con un bajo limite de 
deteccion, que asegurara a au ve: un alto grado de
recuperacién; a estoa 2  factorea fundamental es, podriamos 
anadir otroa 2 , que si no vitalea, no conviene olvidar, como 
aon la rapidez de la tecnica, y el gaato de materiales y 
reactivos que lleva implicito, factorea que aerân analizados 
deteni damente dentro del capitulo correapondi ente de la 
dlacuai on.
Como hemoa indicado dentro del capitulo II.5. de Material y 
Metodos, al i ni ci ar nueatros estudioa fueron probadas 
diatintas tecnicas con objeto de calibrar su utilidad en 
nuestras inveatigaciones.
En la tabla III.l podemos apreciar 1 os reaultados obtenidos 
por noBOtroB al utilizar estas técnicas, y que se resume en 
unos porcentajes de recuperaci 6 n del 93% en la técni ca de 
Lafont et al. (193), del 92.1% en la de Tripet et al. (368) y 
del 80.8% en la de Stubblefield (353).
La técnica que describi mos como propi a fue probada en sus 2 
variantes (Técnica I y II) para 1 os 3 productos lâcteos 
objeto de nuestro estudio, leche, yogur y queso madurado, en
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cuanto a au e-fectividad para la recuperaci6 n de a-flatoxina 
como podemoa apreciar en laa tablaa III.2 y III.3. En amboa
caaoB, la tecnica ae moatrd mis e-fectiva en leche que en
yogur y queso, ai bien manteniendo un alto grado de
recuperacién en loa 3 productos lacteoa. En la Técnica I las 
recuperaciones son del 94.4% en leche, 92.8% en yogur y 
84.75% en queao. Para la Técni ca II eatoa porcentajea aon del 
97.25% en leche, 93.12% en yogur y 88.12% en queao.
Aaimiamo, la Técni ca II fue estudiada en cuanto a la
recuperaci 6 n de aflatoxina , no aôlo en yogur y queao, ai no 
también en leche, como ae puede apreciar en la tabla II1.4. 
Laa mediaa de 1aa recuperacionea fueron de 98.46% en leche, 
96.05% en yogur y 91.06% en queao.
En cuanto al limite de detecciôn, fue cal cul ado para , y se
eatablecid en 0.02 ppb para leche y yogur, y 0.05 ppb para
queao, en ambos caaoa siguiendo la Técnica I; y para la
Tecnica II en 0.1 ppb en leche y yogur, y 0.4 ppb en queso.
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111-2. DETERMINACION DE AFLATOXINAS EN MUESTRAS DE LECHE 
COMERCIAL
En la tabla III.5 podemos apreciar los resultados obtenidos 
para cada una de las muestras anal izadas, indicando la -fecha 
de su procesado por parte de la Central Lechera. Estos 
resultados han sido agrupados por meses como puede apreci arse 
en la tabla III.6 , y por estaciones, en la tabla II1.7. 
Dentro de la columna de muestras dudosas se incluyen aquellas 
en que la presencia o ausencia de aflatoxina no pudo ser 
confirmada de modo terminante, persi stiendo como dudosa 
despues de los 2 analisis efectuados. Consideramos que estas 
muestras corresponden a aquellas en que laM^ se encuentra en 
cantidades traza.
Los mayor es porcenta jes de muestras positivas a M., se 
produjeron en los meses de Mayo (4), Novi embre (3) y 
Diciembre (3). Aparecio una muestra positiva en cada uno de 
los meses de Abril, Julio y Agosto. Hubo 4 muestras de 1 as 
denominadas dudosas en los meses de Enero , Abril, Julio y 
Octubre.
Agrupado por estaci ones, el mayor n timer o de muestras 
positivas aparece en Primavera (5) y en OtoRo (4). En 
Invierno y Verano son 2 1 as muestras positivas en cada una de 
las estaciones.
Tabla III.5 Muestras de leche coaercial analizadas a lo largo
de 1985 para preaencia de 
en las muestras positivas
aflatoxina y su nivel
Muestra Fecha
Presencia de 
a fla to x in a s N ive l
L-1 2 -  Enero Negative
L-2 8 -  Enero Negative
L-3 14 -  Enero Dudosa
L-4 21 -  Enero P o s itiv a 0 .0 2  ppb
L-5 28 -  Enero Negative
L-6 1 -  Febrero Negative
L-7 7 -  Febrero Negative
L -8 14 -  Febrero Negative
L-9 21 -  Febrero Negative
L -10 28 -  Febrero Negative
L-11 1 -  Marzo Negative
L-12 7 -  Marzo Negative
L-13 13 -  Marzo Negative
L-14 21 -  Marzo Negative
L-15 28 -  Marzo Negative
L*16 1 -  A b ril Negative
L-17 8 -  Abri 11 Dudosa
L-18 15 -  A b ril Negative
L-19 22 -  A b ril P o s itiv e 0.022 ppb
L-20 29 -  A b ril Negative
L-2T 2 -  Mayo P o sitive 0 .0 8  ppb
L-22 9 -  Mayo Negative
L-23 16 -  Mayo P o s itive 0 .02  ppb
L-24 22 -  Mayo P o s itive 0.032 ppb
Tabla III.5 .- (Contlnuaciôn)
Muestra Fecha
Presencia de 
a fla to x in a s N ivel
L-25 30 -  Mayo P o s itiva 0 .0258 ppb
L-26 1 -  J u lio Negativa
L-27 8 -  J u lio Negativa
L-28 15 -  J u lio P o s itiv a 0 .0 4  ppb
L-29 22 -  J u lio Negativa
L-30 27 -  J u lio Dudosa
L-31 6 -  Agosto P o s itiva 0.032 ppb
L-32 12 -  Agosto Negativa
L-33 17 -  Agosto Negativa
L-34 23 -  Agosto Negativa
L-35 30 -  Agosto Negativa
L-36 14 -  Octubre Dudosa
L-37 21 -  Octubre Negativa
L-3B 28 -  Octubre Negativa
L-39 4 -  Noviembre P o s itiv a 0 .02  ppb
L-40 11 -  Noviembre Negativa
L-41 18 -  Noviembre P o s itiv a 0.022 ppb
L-42 25 -  Noviembre P o s itiv a 0 .0 5  ppb
L-43 4 -  Diciembre Negativa
L-44 9 -  Diciembre P o s itiv a 0 .04  ppb
L-45 16 -  Diciembre Negati va
L-46 23 -  Diciembre P o s itiv a 0.1 ppb
L-47 30 -  Diciembre P o s itiva 0.022 ppb
Tabla III.6 .- Diatribuciân de las muestras de leche comercial analisadas 
por meses y su nivel de contaminaciôn con aflatoxina M
Mes N» nuestras Negatives
Dudosas
(Trazas) Positivas
Nivel de 
Contaminaciôn
(ppb)
Enero 5 3 1 1 0.02
Febrero 5 5 - - -
Marzo 5 5 - - -
Abril 5 3 1 1 0.025
Mayo 5 1 - 4 0.02, 0.025, 
0.032, 0.08
Julio 5 3 1 1 0.04
Agosto 5 4 - 1 0.032
Octubre 3 2 1 -
Noviembre 4 1 - 3 0.02, 0.025, 
0.05
Diciembre 5 2 - 3 0.025, 0.04, 
0.1
Total 47 29 4 14 0.02 a 0.1
En % 100 61.7 8.5 29.8
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El nivcl ir.âximo de af 1 atoxin#s detectado »e determlno en un« 
muestra del mes de Diciembre, con 0.1 ppb, si bien debemos 
senalar que esta -fue la excepci on, junto con otra que 
presentaba 0.08 ppb (en Mayo), y otra con 0.05 ppb (en 
Noviembre); el resto de muestras positivas se mantuvo en 1 os 
limites de 0.02 a 0.04 ppb.
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111.3. PRODUCCI ON DE AFLATOXINAS SOBRE YOGUR
III.3.a. Produce!6 n de af1atoxinas sobre yogur comercial
III.3.a.i. Incubaci 6 n en envase danado a 28*0
A 1 as 24h de inoculaciôn no se aprecio ningun signo de 
crecimiento -fungico. A 1 as 36h comenzaban a aparecer pequehos 
fi1amentos apenas visibles; al procéder a 1 a extraccion de 
af1atoxinas solo se obtuvieron cantidades traza de B^  y 6 ; • A 
las 48h 1 os fi1amentos eran mas abundantes aunque se
con-fundian con la superficie del yogur; su crecimiento no 
compacte impidio la separacion de micelio y substrate, cen 1o 
cual la extracci on para af1 atexinas se efectuo en ambos de 
•forma cen junta.
En la tabla 1 1 1 . 8 se puede apreciar el grade de alteraci on 
del yogur, el grado de esporulacion y el peso de micelio seco 
en mg obtenides para cada une de les dîas de incubacién 
estudi ados. El grado de alteraci on del yogur se va haciendo 
mas évidente conforme se increments el période de incubacion. 
Le mismo sucede con el grado de esporulaci on, con la
excepciôn de que a 1 os 8 dias es. menor que en les dias 6 y 7. 
El peso de micelio seco tambien va sufriendo un incremento
progresivo, si bien a les 4 dîas es inferior al detectado a
Tabla III.8 .- Producciân de aflatoxlnas sobre yogur coaercial con incubacidn
en envase dafiado a 28*C. Grado de alteracidn del yogur, esporula- 
ciôn y peso de micelio seco
Période 
incubaci6n 
en dias
Alteraciôn 
del yogur
(a)
tsporulacidn
(b)
Peso micelio 
seco en mg
2 0 0 (A)
3 0 725
A 0 483
5 * 3 647
6 + + + 1736
7 1865
8 * + + * 2230
9 3125
10 3651
15 6145
20 7645
(a) 0:nula; ■»:pequefios filamentos apenas visibles; *-*:micelio cubre toda la 
superficie con color amarillo del substrato; :aparece abondante liquido;
muy abondante crecimiento, muy abondante color amarillo y muy abondante 
liqoido.
(b) Se mide el grado de esporolacion de 0 a considerando las zonas del miceli; 
que estan esporulando.
(A) No se aprecia crecimiento, por lo que no se puede separar micelio, aonque se 
extrae del substrate.
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lOB 3 dias.
En la tabla III.9 a* muestra la cantidad de las distintas
aflatoxinas detectadas en el micelio y expresadas en forma de 
pg en la totalidad del micelio, asi como por cada gramo del
mismo. En val ores en todo el micelio la produccidn de
aflatoxinas présenta oscilaciones periédicas, con disminucion 
de 1 os niveles detectados en los dias 4, B y 15. Esto mismo 
sucede cuando la determinaciôn se hace por gramo de micelio.
En la tabla 111.10 se presentan los niveles de aflatoxinas
detectados en el yogur, expresados por 50 g y por cada gramo
del mismo. En este caso a di-ferencia de lo que suced/a con el
micelio, unicamente se aprecia una disminucién del nivel de 
aflatoxinas detectadas a lo largo del periodo de incubaciôn a 
los B dias, no apreciandose a los 4 y 15 como sucedfa en el
miceli o.
Son de destacar los resultados obtenidos a los 2 dias, por
cuanto si bien el nivel de aflatoxina total detectado es bajo
(0.78 pg/50g), debe tenerse en cuenta que el aspecto del
yogur era comp1 etamente normal, no apreci andose ningun tipo 
de alteraci ôn en su superficie indicative del crecimiento 
fungico.
En la tabla III. 11 se representan los porcentajes de cada una 
de las aflatoxinas producidas en micelio y substrato. Con 
respecto al micelio, la aflatoxina es la que se produce
siempre en menor medida, mi entras que el grado de va
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parai elO al de B:G, eiendo en la mayor parte de loa caso* 
1 :1 , excepto a los 7 dfas, en que esti inclinado hacia la 
aflatoxina B y a los 9 dias en que sucede lo contrario. En el 
substrato, tras un primer predominio de B^  a los 2  dias, a 
partir del 3& se muestra 1 igeramente inclinado hacia la 
aflatoxina Gj.
En la tabla 111.12 se indica el porcentaje de distribuciôn de 
1 as distintas af1atoxinas en micelio total/50g substrato por 
una parte, y g micelio/ g substrato por otra. En el primer 
caso se obtienen val ores oscilantes, con porcentajes 
superiores en el substrato en los dîas 4, 5, 8  y 15, mientras 
que en el resto de los dîas los val ores resultaron ser 
equiparables en micelio y substrato. Cuando la determinaciôn 
se hace por gramo de micelio y substrato, el porcentaje de 
aflatoxinas detectado es siempre claramente favorable al 
mi celi o.
II1.3.a.2. Incubaciôn en envase intacto a 28*C
Los primeros signos de désarroi 1o fungico fueron apreci ados a 
los 7 dias, en forma de una delgada membrana blanquecina, que 
se confundîa con la superficie del yogur. A pesar de este 
ligero désarroi 1 o, se pudo llevar a cabo la separaciôn de 
esta fina membrana para procéder a la extracci ôn de
aflatoxinas de la misma.
& %
S r-
«M
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Como se indica en la tabla 111.13, no se apreci ô esporulaci ôn 
a lo largo de los 15 dîas de incubaci ôn. El peso de micelio 
seco se va incrementando a lo largo de la incubaciôn.
Como podemos apreci ar en las tablas III.14 y III.15, el nivel 
de af1atox i nas detectado tanto en micelio como en substrato 
se va i ncrementando a lo largo del periodo de incubaci on. Son 
de destacar los valores obteni dos a 1 os 7 dîas (0.365 pg 
aflatoxina total en micelio *■ substrato) por cuanto el 
aspecto del yogur era total mente normal.
En la tabla III.16 se muestra el porcentaje de cada una de
las aflatoxinas producidas, tanto en micelio como en 
substrato. En el micelio se muestra una producci ôn equi tati va 
a lo largo de todo el periodo de incubaciôn. En el
substrato en cambio, se apreci an osci1aciones, siendo a los 7
dîas muy superior el nivel de B^, mientras que a los 10 dîas 
lo es el de G., . En todos los casos la aflatoxina es la que 
se produce en menor medida.
En la tabla 111.17 se présenta el grado de distribuciôn de
las af1atoxinas entre micelio y substrato. En el caso de 
micelio total/50g substrato, exceptuando a los 7 dîas en que 
el nivel es parejo en ambos, en el resto de las
determinaci ones se obtuvieron ni veles muy superi ores en el 
substrato. Cuando la determinaciôn se hace por gramo de 
micelio y substrato, los valores de aflatoxinas siempre se 
muestran inclinados hacia el micelio, en un nivel muy elevado
Tabla HZ.13 .- Proâucciôn de aflatoxinaa sobre yogur coaercial con incubaciôn 
en envase intacto a 28*C. Grado de alteraci&i del yogur, 
esporulaciôn y peso de micelio seco
Periodo de 
incubaciôn 
en dias
Alteracion 
del yogur
(a)
Esporulacion
(b)
Peso micelio 
seco en mg
7 0 0 33
8 * 0 234
10 - 0 673
15 0 974
(a) .- 0:nula; *:pequeftos filamentos apenas visibles; ♦♦rmicelio cubre toda la 
superficie con color amarillo del substrato; :aparece abundante liquido;
muy abundante crecimiento, muy abundante color amarillo y muy abundante 
liquido.
(b) Se mide el grado de esporulacion de 
que estan esporulando.
0 a **•¥* consi derando las zonas del micelio
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a loB 7 diae (primer dia en que las a-flatoxinas fueron 
detectadas) y mas moderado en el resto de 1 os dias.
III.3.a.3. Incubacion en envase danado a 15*C
Se aprecio la apari ci on de pequeRos -filamentos fungi cos a los 
9 dias de incubacion, aunque no pudo detectarse la presencia 
de af1atoxi nas.
En la tabla 111.16 se indica el grado progresivo de
alteraciôn del yogur a 1o largo del periodo de incubaci6n. No
se apreciô esporulacion en ninguna de las muestras. El peso 
de micelio seco sufrié un incremento progresivo a 1o largo de 
la incubaci ôn.
En la tabla 111.19 se muestran 1 as aflatoxinas detectadas en
micelio. En micelio total se aprecia un incremento
considerable entre 1 os dias 11 y 15, para estabi1izarse en 
este punto. Al go similar ocurre cuando la determinacion se 
hace por g de micelio, aunque con un ligero descenso en los 
dias 17 y 20.
El nivel de producciôn de aflatoxinas sobre el substrato 
viene indicado en la tabla 111.20, en que se describe un 
incremento a 1o largo del periodo de incubacion en las 
aflatoxinas detectadas, que alcanzan su punto maximo a los 15 
dias, para descender posteri ormente.
Tabla III.18 .- Producciân de aflatoxinas sobre yogur comercial con incubaciân 
en envase daRado a 15*C. Grado de alteracidn del yogur, 
esporulaciôn y peso de micelio seco
Periodo de 
incubaciôn 
en dias
Alteraciôn 
del yogur 
(a)
Esporulaciôn
(b)
Peso micelio 
seco en mg
10 + / 0 0 810
11 4-/0 0 1316
13 0 2053
15 0 3456
17 0 3687
20 0 4272
(a) .- 0;nula; +:pequeno» filamentos apenas visibles; micelio cubre toda la 
superficie con color amarillo del substrato; *++:aparece abundante liquido; 
+***: muy abundante crecimiento, muy abundante color amarillo y muy abundante 
liquido.
Se mi de el grado de esporulacion de 0 a ♦♦♦♦ considerando las zonas del micelio 
que estan esporulando.
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El porcentaje de cada una de 1 as aflatoxinas producidas tanto 
en micelio como en substrato se muestra en la tabla II1.21. 
En el micelio a partir del dia 15 se produce un muy ligero 
predomi ni o de las G sobre 1 as B. En el substrato, si bien en 
un principio el porcentaje es claramente favorable a la B, a 
partir del dia 13 sucede 1o contrario, detectandose 
aproximadamente el doble de aflatoxina G que de B.
En la tabla III.22 se senala la distribuciôn de aflatoxinas 
entre micelio y substrato. Cuando la expresi on de los 
resultados se hace en forma de micelio total/50g substrato, 
si bien se producen 1i géras osci1aci ones, con excepci ôn del 
dia 11 en que el porcentaje es claramente favorable al 
substrato, el resto de 1 os dias es equiparable. Cuando se 
expresa en relaciôn gramo a gramo, la distribuciôn es 
claramente favorable al micelio a todo lo largo de la 
i ncubaci ôn.
II1.3.a.4. Incubaciôn en envase intacto a 15*C
Se observô crecimiento fungico en forma de finos filamentos 
apenas visibles a los 15 dias de incubaciôn, pero hasta el 
dia 17 no pudo ser detectada la producci ôn de aflatoxinas. En 
este ultimo caso se aprecio crecimiento en forma de una fina 
capa blanquecina que se confundia plenamente con la 
superficie del yogur.
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En la tabla III.23 se seRala la prâcticamente nul a alteraciôn 
del yogur tras 20 dias de incubaciôn. No pudo ser detectada 
esporulaciôn. El peso de micelio seco llega a 470 «g tras 20 
dias de incubaciôn.
Como corresponde a este bajo nivel de crecimiento, las 
aflatoxinas detectadas fueron minimas, tanto en micelio como 
en substrato, resultados que se pueden apreciar en las tablas 
II1.23 y 111.24. En el micelio unicamente pudieron ser 
detectadas las aflatoxina y , mi entras que en el
substrato se 1legaron a determinar las 5 aflatoxinas 
principales, aunque como hemos indicado, en niveles minimos.
La proporciôn de aflatoxinas aparecidas en micelio se muestra 
favorable a B^  con respecto a G^  , mi entras que en el 
substrato son equiparables ambas, como podemos apreciar en la 
tabla I11.25. En esta misma tabla se muestra la distribuciôn 
de aflatoxinas micelio/substrato, que résulta ser favorable 
al substrato cuando se estabiece la comparaciôn en forma de 
micelio total/50g substrato, y por contra, claramente 
favorable al micelio cuando la medi ci ôn se hace por gramo.
III.3.a.5. Incubaciôn en envase danado a 10*C
Se dejô incubar durante 25 dias, no apreciandose ningun signo 
de crecimiento fûngico, ni por supuesto, de producciôn de 
aflatoxi nas.
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III.3.b. Producci on d* aflatoxina* sobre yogur claborado por 
nosotros
111.3.b.1. Proceso de elaboraci on destapado e 
incubaciôn en envase danado a 26*C
A las 24h de incubaciôn se aprecian muy ligeros filamentos 
fungi cos, sin que sean detectadas aflatoxinas. A 1 as 36h los 
filamentos son mas abondantes, no llegan a tomar aspecto 
compacto, y solo se detectaron cantidades traza de aflatoxina 
y . A las 48h, como se puede apreciar en 1 a tabla
111.26, el crecimiento mi celi ar fue compacto, formando una 
tela blanquecina sobre la que se aprecian filamentos de 
micelio. La esporulaciôn diô comienzo a los 5 dias. El peso 
de micelio seco présenta un incremento progresivo con el 
tiempo de incubaciôn, con excepciôn del dia 8 en que se 
describe una disminuciôn del mismo.
En la tabla 111.27 se indican los valores de aflatoxinas 
detectadoE en el micelio. En el micelio total se va 
produciendo un incremento progresivo de la cantidad total de 
aflatoxinas, hasta cl dia 8 en que disminuye claramente, para 
vol ver a incrementarse de nuevo. Cuando la determi naci ôn se 
hace por gramo de micelio, la evoluciôn de las aflatoxinas a
Tabla III.26 Producciôn de aflatoxinas sobre yogur elaborado por nosotros con
proceso de elaboraciôn destapado e incubaciôn en envase daAado a 
28*C. Grado de alteraciôn del yogur, esporulaciôn y peso de 
micelio seco
Periodo de 
incubaciôn 
en dias
Alteraciôn 
del yogur 
(a)
Esporulaciôn
(b)
Peso micelio 
seco en mg
2 0 349
3 0 1029
0 1179
5 ♦ 4 ♦ 0 / 4 1867
6 4 4 4 4 2785
7 4 4 *4 * * 3196
8 4 4 4 4 2819
9 4 4 4 4 3350
:o 4261
(•) .- O'.nula; «‘.pequcRos filamentos apenas visibles; *»:micelio cubre toda la 
superficie con color amarillo del substrato; laparece abundante liquide; 
4**4: muy abundante crecimiento, muy abundante color amarillo y muy abundante 
liquido.
(b) .- Se mide el grado de esporulacion de 0 a *»** considerando las zonas del micelio 
que estan esporulando.
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Id largo del periodo de incubaciôn lleva un curso mas 
osci1 ante, con disminuciôn en sus val ores en los dias 4, 6, 8 
y 9.
Al go pared do a lo que sucede en el micelio se produce en el 
substrato, como puede apreciarse en la tabla 111.28. El nivel 
de aflatoxinas totales se va incrementando hasta los dîas 8 y 
9, en que présenta una disminuciôn.
Como se muestra en la tabla III.29, en el micelio la 
aflatoxina es siempre la que se produce en un menor nivel.
La proporciôn de B:G se mantiene en 1:1 a lo largo de los 10 
dias de incubaciôn. A este ultimo respecto, en el substrato 
sucede al go parecido, por cuanto las incli naci ones a favor de 
la G son muy 1i géras; es de senalar que en los dias 9 y 10 
se produce mayor cantidad de aflatoxina que de Bg y Gg.
En la tabla III.30 se muestra la distribuciôn de aflatoxinas 
en micelio/substrato. Cuando se mide en forma de micelio 
total/50g substrato, a partir del 4» dia la distribuciôn es 
equiparable, con muy 1i géras osci1aciones en uno u otro 
senti do dependi endo de la aflatoxinas de que se trate. Cuando 
la expresiôn de los resultados se hace en forma de g 
micelio/g substrato, el valor se muestra claramente inclinado 
hacia el micelio, para todas las aflatoxinas y en todos 1 os 
dias de incubaciôn.
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Proceso de elaboraci ôn destapado e 
incubaciôn en envase danado a 15*C
A los B dl as se apreci aron pequenos -filamentos fungi cos, 
i ndi cadores de crecimiento, pero hasta el dia 10 no pudieron 
ser detectadas aflatoxinas. Como se senala en la tabla 
III.31, en este dia la alteraciôn del yogur fue evi dente, con 
micelio cubriendo toda la superficie del yogur, y provocando 
una pi gmentaci on amari11 enta de su superficie. La 
esporulaciôn no apareci6 hasta el dia 15 de incubaciôn. El 
peso de micelio seco presentô un incremento progresivo a lo
largo del periodo de incubaciôn.
En la tabla II1.32 se muestra la detecciôn de aflatoxinas en 
micelio, que alcanza su miximo en el dia 15, para mantenerse
estabie hasta que finalizô la incubaciôn en el dia 20. Toda
ver que el valor del peso de micelio seco se va 
1ncrementando, cuando la determinaciôn de aflatoxinas se hace 
por g micelio, alcanza su valor max i mo en el dia 15, para 
disminuir progresivamente hasta el dîa 20.
En cambic, en la producci ôn de aflatoxinas en el substrato, 
como se puede apreciar en 1 a tabla II1.33, el incremento es 
progresivo a lo largo de los 20 dias de incubaciôn, si bien 
al final de la misma los valores son bastante parejos, 
i ndi cando una estabi1i zaci ôn de dicha producci ôn.
La proporciôn de aflatoxinas produci das se indica en la tabla
Tabla III.31 Producciôn de aflatoxinas sobre yogur elaborado por nosotros 
con proceso de elaboraciôn destapado e incubaciôn en envase 
daAado a 15"C. Grado de alteraciôn del yogur, esporulaciôn 
y peso de micelio seco
Periodo de 
incubaciôn 
en dias
Alteraciôn 
del yogur 
(a)
Esporulacion
(b)
Peso micelio 
seco en mg
10 0 577
12 0 1155
15 + 2262
18 3273
20 4193
(a) 0:nula; •rpequefios filamentos apenas visibles; ♦*:micelio cubre toda la 
superficie con color amarillo del substrato; ***;aparece abundante liquido;
muy abundante crecimiento, muy abundante color amarillo y muy abundante 
li qui do.
(b) Se mide el grado de esporulacion de 0 a ♦♦♦♦ considerando las zonas del micelio 
que estan esporulando.
S g
8 8
1 i
n v
d d
d d
S 8
- 279 -
111.34. En 1 as medi ci ones efectuadas al comienzo del 
crecimiento, en 1 os dias 10 y 12 de incubaciôn, se detecta el 
doble de aflatoxina que de B.] , para después estabi 1 izarse 
y adquirir unos valores mas similares. En el substrato sucede
al contrario: en los dias 10 y 12 apenas hay diferencia entre
y G^  , mi entras que poster i ormente el valor se muestra
claramente inclinado hacia G^  . Tanto en micelio como en
substrato, la aflatoxina es siempre la que se produce en
un menor nivel.
Como se muestra en la tabla 111.35, la proporciôn de 
aflatoxinas en micelio total/50g substrato aparece 
Borprendentemente inclinada en un primer momento hacia el 
substrato, para a partir del dia 12 decantarse hacia el 
micelio. Cuando la medi ci ôn se hace en g micelio/g substrato, 
el valor se muestra claramente favorable hacia el micelio.
III.3.b.3. Proceso de elaboraciôn destapado e 
incubaciôn en envase daAado a 10*C
Tras 25 dias no se apreciô crecimiento de ningun tipo por 
parte de la cepa aflatoxicogenica.
I =
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111.3.b.4. F'roceso de elaboracidn destapado e
1ncubacion en envase danado 24h a 2B*C y despues a 10*C
Tras 25 dias a 10 *C no se aprecid crecimiento, ni por 
supuesto produce!dn de af1atoxinas.
II 1.3.b.5. Proceso de elaboracion destapado e
1ncubacidn en envase intacto a 2B*C
Como se muestra en I a tabla 111.36, no se apreciaron signos 
de crecimiento hasta el dia 15, ligero y sin llegar a ocupar 
toda la superf1 ci e del yogur. No se observd esporulaci dn tras 
20 dias de i ncubacidn; al cabo de este tiempo el peso de 
mi celi o seco alcanrd unicamente 296 mg, detectandose en él 
uni c amen te a-f 1 at ox i nas B.j y , y en val ores muy bajos <0.2 
pg como maximo). Es de destacar que a 1 os 15 dias se detecto 
una cantidad de af1atoxina superior a la determinada a 1 os 20 
di as.
En el substrate en cambio, como puede apreci arse en la tabla 
111.37, se produjeron 1 as 5 af1atoxinas principales, en un 
nivel que a 1 os 20 dias 11 ego a ser de 7.8 pg, muy superior 
al encontrado a 1 os 15 dias (0.505
Como se indica en la tabla 111.38, la proporcion de
aflatoxinas ;B^  en mi celio fue 1:1. Este mismo valor
alcanrd en el substrate a 1 os 15 dias, pero a 1 os 20 se 
detecto el doble de que de B^.
La distribucion de af1atox i nas en mi celi o total/50g substrate 
se muestra claramente inclinada hacia el substrate, sobre
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todo a 1 OB 20 dias de incubacion. Cuando 1 os c&lculos se 
efectuan en forma de g mi celi o/g substrate, a 1 os 15 dias se 
muestra claramente favorable al mi celi o, mientras que a los 
20 la diferencia es apenas significative a favor del micelio.
1II.3.b.6. Proceso de elaboracidn destapado e
incubacidn en envase intacto a 1S*C
En la tabla 111.39 se pueden apreciar los resultados 
obtenidos dentro de estas experiencias.
El crecimiento fungico se produjo en forma de membrane 
blanquecina, no diferenciable de la superficie del yogur a 
simple vista, que comenzd a aparecer a los 15 dias, aunque 
las aflatoxinas no 1legaron a ser detectadas haste el die 18, 
en que si bien dicha membrane alcanzd un tamaAo considerable, 
nada la hacia diferenciable de la superficie del yogur, por 
1o que en la tabla indicamos que el nivel de al teracidn del 
mi smo résulté ser nulo.
Tanto en micelio como en substrato unicamente pudieron ser 
detectadas las aflatoxinas yG^, en muy bajos niveles, y
en el caso del substrato, uni camente a los 20 dias de 
incubaci dn.
La proporcidn de ambas aflatoxinas tanto en micelio como en 
substrato es 1:1. La relacidn micelio total/SOg substrato 
también se muestra equiparable, mientras que cuando se 
détermina gramo a gramo el valor resultd estar claramente 
inclinado hacia el micelio.
Tabla III.39 .— Px*oducciôn de aflatoxinas en yogur elaborado por noaotros.
Proceao de elaboracidn destapado e incubaciôn en envase 
intacto a 15*C
Période de 
incubaciôn 
en dias
18 20
Alteracion . . 
substrato 0 0 / *
Esporulacion (b) 0 0
Peso micelio 
seco en mg 556 792
0
1
cs
i1
/ig/total 
Pg/g
0.04 0.05 
0.071 0.063
jig / total 
|ig / g
0.04 0.05 
0.071 0.063
S 1 : 1  1 : 1
i
s
i
i
/Jg / 50g 
>ig / g
0.044
0.00088
S
fig / 50g 
|Jg / g
0.044
0.00088
= (^1 1 : 1
s
itn K
E
T / 50g
=: : h  
= S
1.13: 1 
1.13: 1
g / g
: G]
71.5: 1 
71.5: 1
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III.3.b.7. Proceso de elaboraci on tapado e i ncubacion 
en envase intacto a 2B* C
Tras 25 dias de incubaciôn se apreciaron pequenos filamentos 
como muestra del crecimiento fungico, si n que se 1legaran a 
detectar aflatoxinas ni si qui era en canti dades traza.
I11.3.b.B. Proceso de elaboracidn tapado e incubaciôn 
en envase intacto a 15*C
No se aprecid tras 25 dias de incubaciôn ningun signe de 
creci mi ento.
111.3.b.9. Inoculaci dn posterior a la elaboracidn e
incubaciôn a 2B^C
El objeto de estos estudios era comparar el yogur comerci al 
por una parte y el elaborado por nosotros por otra como
posibles substrates para la produccidn de aflatoxinas.
Uni camente se efectud toma de muestras en los dias 5, 7 y 10, 
siendo évidentes las al teraciones del yogur como se senala en 
la tabla 111.40. El peso de micelio seco alcanzd su valor
maxime en el dia 10, que fue estableci do en 5070 mg.
Tabla III.40 .- Produccidn de alTatozinaa sobre yogur elaborado por nosotros
con inoculacidn posterior a la elaboracidn e incubacidn a 28*C. 
Grade de alteracidn del yogur, esporulacidn y peso de micelio 
seco.
Période de 
incubacidn 
en dias
Al teracidn 
del yogur 
(a)
Esporulacidn
(b)
Peso micelio 
seco en mg
5 - 3701
7 » 3086
30 5070
(a)
(b)
0:nula; *:pequeRos filamentos apenas visibles; micelio cubre toda la 
superficie con color amarillo del substrato; :aparece abundante liquide;
muy abundante crecimiento, muy abundante color amarillo y muy abundante 
liquide.
.- Se mi de el grado de esporulacion de 
que estan esporulando.
considerando las zonas del micelio
- 290 -
En 1 a tabla 111.41 se mucstran los val ores de af1atoxi nas 
detectadas en el micelio, que van en incremento respecte al 
micelio total, pero que cuando se expresan por gramo de 
micelio muestran val ores descendentes a lo largo de la 
incubaciôn.
En la tabla 111.42 se pueden apreciar los val ores de 
aflatoxinas detectados en substrato, que se van incrementando 
a lo largo del periodo de incubaciôn.
La proporciôn de aflatoxinas B:G detectadas mantiene un nivel 
1:1 tanto en micelio como en substrato. A los 10 dias en 
substrato se détecta una cantidad 1i geramente superior de 
aflatoxina que de Bg y G2 > Esto puede ser apreci ado en la
tabla 111.43.
Como se muestra en la tabla 111.44, la proporciôn de 
aflatoxinas en mi celi o/substrato cuando se mi de en forma de 
micelio total/50g substrato muestra val ores muy prôximos a 
1:1 a todo lo largo del à incubaciôn. Cuando la expresiôn de 
los resultados se hace por gramo, los val ores se muestran 
inclinados hacia el micelio.
III.3.b.10. Inoculaciôn posterior a la elaboraciôn 
incubaciôn a 15*C
Lo mi smo que en el caso anterior, esta experiencia se llevo
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cabo para comparar como substrato el yogur comercial y el 
yogur elaborado por nosotros. Uni camente se e-fectuo toma de 
muestras en los dias 10 y 15.
Como se senala en la tabla 111.45, a los 15 dias de 
incubaciôn se apreci 6 i ni ci o de la esporulaciôn. En esta 
tabla se muestra tambien el grado de alteracion del yogur y 
el peso de micelio seco.
En la tabla III.46 se indican las aflatoxinas detectadas en 
el micelio, mi entras que los val ores determinados en el 
substrato aparecen en la tabla 111.47.
La proporciôn de aflatoxinas producidas se represents en la 
tabla 111.48. En el micelio a los 10 dias se encuentran 3 
veces mas aflatoxina B que G, mi entras que a los 15 dias el 
doble de aflatoxina G que B. En el substrato, a los 10 dias, 
la proporciôn es 1:1, mi entras que a los 15 hay el doble de 
producciôn de G que de B.
La distribuciôn de aflatoxinas en micelio/substrato se 
muestra 1i geramente inclinada hacia este ôltimo cuando la 
mediciôn se efectûa en micelio total/50g substrato, mi entras 
que cuando se hace gramo a gramo esta claramente inclinada 
hacia el micelio, como puede apreciarse en la tabla 111.49.
Tabla III.45 .- Producciân de aflatoxinas sobre yogur elaborado por noaotros 
con inoculaciôn posterior a la elaboracidn e incubaciôn a 
15"C. Grado de alteracion del yogur, esporulacidn y peso de 
micelio seco
Périodo de Alteracidn
incubacidn del yogur Esporulacidn Peso micelio
en dias (a) (b) seco en mg
10 * 0 756
15 * + * + 1163
(a) 0:nula; ♦ipequefios filamentos apenas visibles: +*:micelio cubre toda la
superficie con color amarillo del substrato; *■<•*:aparece abundante liquide;
muy abundante crecimiento, muy abundante color amarillo y muy abundante 
li qui do.
(b) Se mi de el grado de esporulacion de 
que estan esporulando.
0 a considerando las zonas del micelio
I i
t &
B
?  S
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ë g
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III.3.b.11. Proceso ae elaboraci on destapado e 
1 ncubacion en envase danado a 28^C, inoculando con la cepa 
af1atoxicogenica Aspergil lus,f1 avus NRRL 3251.
Se pretendia comparar estos resultados con los obtenidos con 
la cepe A .parasitieus NRRL 2999. La cepa de A.flavus 
estudi ada no tiene capacidad tie sintesis de aflatoxina G.
Como se muestra en la tabla III.5Û, a los 2 dias el 
crecimiento fungico ya resulto ser evi dente, causando
pi gmentaci on amarillenta de la superficie del yogur. La
esporulacion apareci 6 a partir del 5* dia. Mientras que el
valor del peso de micelio seco muestra un i ncremento
progresivo a lo largo del peri odo de incubaciôn, las 
aflatoxinas detectadas en micelio alcanzan su maximo a los G
di'as, para disminuir consi derabl emente (casi a la mi tad ) a
los 10 dias. Cuando la mediciôn se efectua por g de micelio,
el maximo se alcanza a los 5 dias, para descender tanto a los
B como a 1 os 10 dfas.
Algo similar ocurre en el substrato, como aparece ref 1ejado
en la tabla 111.51, por cuanto la maxima cantidad de
af 1 ato>: i nas se detecto a los 5 dias, despues descendit a 1 os 
8 di'as, y a los 10 volvio a increment arse, aunque sin 
alcanzar los niveles hal1 ados al 5* dia.
En la tabla 111.52 se e>:presa la proporciôn de cada una de
las af 1 ato>: i nas producidas, asi como la distribuciôn entre 
mi cel 1o/substrato, que se muestra claramente favorable al
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substr ato cuando se mi de en forma de micelio total /5C'o 
substrato, para suceder 1o contrario cuando se express gramo 
a gramo.
III.3.b. 12. Influencia del tamafio del inoculo sobre la 
producciôn de aflatoxinas en yogur
En todoE 1 os casos el proceso de elaboraci on se efectuo con 
el yogur destapado y la incubaciôn en envase danado a 2B*C 
durante 10 dias.
El grado de alteracion del yogur fue maxlmo en todos 1 os
tamanos de inoculo investigados, como puede apreciarse en la 
tabla III.53. La esporulacion alcanro su val or m^ximo en 1 os 
1 noculos 4 X 10^ a 4 x 10*, al go inferior en el 4 x 10^, y 
mener en 1 os dos inoculos extremos, 4 x 10 y 4 x 10®. El peso 
de micelio seco se fue i ncrementando con el tamano del 
1noculc.
En la tabla III.54 se muestra el nivel de aflatoxinas
detectado en el micelio en cada uno de 1 os inoculos. Di cho
nivel permanecio estable o se incremento 1igeramente con el 
aumento del tamano del inôculo, excepto en el i noculo mayor, 
4 >: 10® espor as, en que el nivel detectado fue muy inferior
al de cualquier otro de 1 os tamanos de inôculo investigados. 
Cuando la expresiôn de 1 os niveles de aflatoxinas detectados 
se hace por gramo de micelio, dicha cantidad va di sminuyendo
Tabla III.53 .- Influencia del tamaAo del inôculo sobre la producciôn de 
aflatoxinas en yogur elaborado por nosotros. Grado de 
alteracion del yogur, esporulaciôn y peso de micelio seco
Inôculo 
en esporas
Alteracion 
del yogur
(a)
Esporulaciôn
(b)
Peso micelio 
seco en mg
f  X 10 ♦ ♦ * - * 1543
c. X 10^ - - * - * - 3709
A X 10= ' ♦ * - ♦ 4029
A X 10^ ^ 4047
A X 10^ * - * *• * * * 4404
A X 10% * * * + 4665
(a)
(b)
0:nula; *:peque5os fi lamentes apenas visibles; ♦•:micelio cubre toda la 
superficie con color amarillo del substrate; ♦**:aparece abondante liquide;
muy abundante crecimiento, muy abondante color amarillo y muy abondante 
liquido.
Se mi de el grade de esporulacion de 0 a *••• 
que estan esporulando.
considerando las zones del micelio
I I
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con el incremento del tamano del inôculo, con la excepci on de
A X 10® en que aumenta ligeramente.
Lob niveles de aflatoxinas produci das en el substrato 
aparecen indicados en la tabla 111.55, y muestran un nivel 
mas estable que en el caso de las aflatoxinas en micelio, con 
1i geras osci1aci ones que vienen significadas por un
incremento en A x 10^ y disminuciôn en 4 x 10®, en este
ultimo caso de forma paralela a 1o que sucedia en el micelio.
La proporciôn de aflatoxinas B:G présenta un nivel 1:1 en 
todos 1 os inôculos investigados, y tanto en micelio como en 
substrato (Tabla 111.56). En algunos de los inôculos el nivel 
de aflatoxina en substrato alcanza val ores muy altos en
relaciôn a 1 as aflatoxinas B y G producidas.
La distribuciôn de aflatoxinas en micelio/substrato, cuando 
se hace en forma de micelio total/50g substrato se muestra 
inclinada hacia el micelio para 1 as aflatoxinas y G^ en
todos 1 os tamaMos de inôculo, mi entras que se incliné haci a 
el substrato en las otras aflatoxinas, B 2 , G2 ^ *
111.57).
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III.4 INFLUENCIA DEL PROCESO DE ELABORACION DEL YOGUR SOBRE 
LA AFLATOXINA M.,
La leche original, antes de procéder a su contaminacion, se 
mostrô libre de aflatoxinas.
En la tabla 111.58 se recogen 1 os niveles de aflatoxina 
detectados en la leche recién contaminada, y en 1 as distintas 
etapas de elaboraciôn y almacenamiento en refrigeraci6n del 
yogur.
Tabla III.58 .- ATlatoxina detectada a lo largo del proceso de elaboraciôn 
del yogur y almacenamiento en refrigeraciôn
A F L A T 0 X I N A "l
fig / 50g ppb %
Leche contaninada 0.25 5 100
Yogur tras 7 horas 
incubaciôn a 45"C 0.3 6 120
Yogur tras 17 horas 
incubaciôn a 45*C 0.24 4.8 96
Yogur tras 24 horas 
almacenamiento a 4*C 0.24 4.8 96
Yogur tras 7 dias 
almacenamiento a 4*C 0.24 4.8 96
Yogur tras 10 dias 
almacenamiento a 4*C 0.25 5 100
Yogur tras 15 dias 
almacenamiento a 4*C 0.25 5 100
Yogur tras 21 dias 
almacenamiento a 4*C 0.24 4.8 96
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III.5. PRODUCCION DE AFLATOXINAS SOBRE QUESO MADURADO
En el momento de la recepci6n de la leche en el laboratorio, 
se procedia a la determinaciôn del pH, con objeto de 
comprobar sus caracteristicas higiénicas; este pH présenté un 
valor entre 6.2 y 6.5 en todos los casos, clfra considerada 
como normal.
Para la toma de muestras de los di stintos quesos, se procedia 
al troceado de los mismos; 1 as porci ones asi obteni das seran 
denominadas con el numéro de queso correspond!ente seguido de 
un guiôn y una letra correlativa en las piezas obtenidas de 
un mi smo queso.
II1.5.a. Inoculaciôn de la leche de parti da con un a 
suspension de esporas de A.parasi ti eus NRRL 2999
Se estudiaron 2 lotes dentro de este tipo de inoculaciôn.
111.5.a.l. Estudio de la distribuciôn de esporas 
durante el proceso de elaboraciôn del queso Madurado
Las esporas fueron incorporadas a la leche en una soluciôn 
Ringer al 1/4 con Tween 80; durante el proceso de elaboraciôn 
del queso, las esporas se dist r i buyer on en cuanto a su numéro
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total con preferencia en suero sobre cuajada; en calcul os por 
uni dad de peso o volumen, las cosas suceden al contrario; si 
tenemos en cuenta la diferenci a en cuanto a la cantidad de 
suero y cuajada obtenidos, podemos concluir la distribuciôn 
uniforme de las esporas entre suero y cuajada.
En la tabla III.59 podemos apreciar los val ores obteni dos por 
nosotros en cuanto a la distribuciôn de esporas de 
AiEar£Biti£J:*S en los 2 lotes el aborados.
Durante el proceso de elaboraciôn del queso, se produjo una 
pérdida de esporas, del 34% en uno de los lotes y del 72% en 
el otro.
III.5.a.2. Estudi o de la producciôn de aflatoxinas
A/ Quesos parafinados: Q1 y Q2, tras 15 dias de madurado, no 
presentaban crecimiento externo visible del hongo 
af1atoxicogénico; en este momento, se parafinaron y continué 
su madurado. Q1 es troceado a los 30 dias de madurado. En 02 
se dejô cumplir el tiempo de madurado (60 dias), al cabo del 
cual se troceô de la misma forma que DI, si gui endo el esquema 
de la figura 111. 1, donde se senalan 1 as distintas porci ones 
obtenidas con su peso correspondiete.
En ninguno de los 2 quesos se apreciô crecimiento fûngico en 
su interior. Cada una de las piezas indicadas en dicha 
figura, era a su vez di vi di da en 2 porciones aproximadamente 
iguales, y extraida para aflatoxinas.
Tabla 111.59 Distribuciôn de esporas de A.parasiticus en suero/cuajada 
durante el proceso de elaboraciôn del queso Madurado
LOTE 1 LOTE 2
Esporas
por unidad de 
peso 0 volumen
Esporas
totales
Esporas 
por unidad de 
peso 0 volumen
Esporas
totales
Leche de 
parti da 3.2 X 10^ / ml 56 X 10® 21,5 X 10^ / ml 377.6 X 10®
Suero 2 X 10^ / ml 31 X 10® 2.5 X 10^  / ml 92.4 X 10®
Cuajada 3 X 10^  / g 6 X 10® 6 X 10^  / g 11.19 X 10®
Figura III.l Esquema de troceado de los quesos Q1 y Q2 (quesos pafinados 
con inoculaciôn de la leche de parti da por una suspensiôn de 
esporas
01 - A
02 - A
01 - B
02 - B
01 - C
02 - C
01 - D
02 - D
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En ninguna de las piezas analizadas se llegô a determinar la 
presenci a de aflatoxinas.
B/ Quesos sin parafinar y salados por inmersion en salmuera 
estéril: Ambos quesos (Q3 y Q4), se dejaron madurar durante
60 dias a 15* C, al cabo de los cuales presentaban escaso 
crecimiento fûngico externo, tanto de Asperoi1 lus como de 
Penici 11ium . En su parte inferior (en contacto con la 
bandeja de la estufa), el crecimiento fue mâs intenso, pero 
en ningûn caso abundante. Ambos quesos se trocearon segûn el 
esquema de la figura III.2, donde se hace constar la cantidad 
de aflatoxina determi nada en aquel 1 as porciones que 
resultaron ser positivas a su presencia. No se apreciô 
crecimiento interno visible. Como se puede apreciar en esta 
figura, uni camente se encontraron aflatoxinas en las 
porciones de queso mas externas, y de estas unicamente en la 
correspondiente a la parte inferior del queso, es decir, 
aquel1 a que habia presentado un crecimiento mas intenso.
En la tabla 111.60 se pueden apreciar los resultados 
obtenidos de la produccion de aflatoxinas sobre queso 
Madurado cuando la leche de parti da es contami nada con una 
suspension de esporas.
En resumen, en los quesos parafinados a los 15 dias del 
i ni Clo de su madurado no se aprecié producciôn de 
aflatoxinas, cosa que si sucede, aunque en baja cantidad, en 
los no parafinados. En este caso es de destacar el nivel
Figura III.2 Esquema de troceado y porciones positivas a aflatoxinas de los
quesos Q3 y 04 (quesos sin parafinar y salados en salauera 
estéril con inoculacién de la leche de partida por una 
suspensiân de esporas )
’04 - A (34.8 g)
03 - c (40.2 g)04 - c (52 g)
Bj.- 5 pg 
Bg.- 0.5 pg 
G^.- 10 pg 
Gg.- 5 pg 
M^.- 0.5 pg
B^.- 2.5 pg 
Bg.- 0.4 pg 
G^.— 20 pg 
Gg.- 5 pg 
M . — 0.2 pg
8 8
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superior de producci 6n de G  ^ con respecto a , y lo que es 
müs sorprendente, la elevada cantidad de G2 présente, al 
nivel de e incluso superior.
III.5.b. Inoculaciôn en la superficie del queso con asa
cargada
En estos quesos, tras la inoculaciôn se apreci a crecimiento, 
tanto de la cepa inoculada de Asperoi11 us como de 
EgDiSlllikUr contaminante. Esto hizo que alguno de los quesos 
tuviera que ser 1 impi ado a los 12 dias con un paKo humedo, 
proceso que no se llevo a cabo en otros con objeto de 
estudiar la influencia del crecimiento competiti vo sobre la 
capaci dad de produccion de aflatoxinas. En los quesos
1 impi ados, el Penici 11 iym fue eliminado fâcil mente,
mientras que el Asperoi1 lus quedo incrustado en 1 a corteza 
en los puntos de i noculaci on, como si al secarse la misma 
hubiera englobado el micelio inoculado.
A/ Queso no 1 impi ado y paraf i nado: Q6. Crecimiento abundante 
de Pen ici 11i um , apareciendo pequenos focos de Asperoi11 us 
détectables por la exi stenci a de un micelio amari11ento, tras 
los primeros 15 dias de madurado; en este punto se parafina,
deteniéndose con el1o el crecimiento. Finalizados los 60 dias
de madurado, se procedi6 al troceado del queso segûn el 
esquema de la figura III.3, extrayendo de las porci ones: Q6-B
Figura III.3 Esquema de troceado de los quesos Q5, Q6, Q7, Q8, Q9, QIO y 
Qll (inoculaciôn en la superficie del queso con asa cargada)
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(52.02g), D6-I (31.293g) y Q6-K (38.65g). Estas 3 porci ones 
resultaron ser negati vas a la presencia de aflatoxinas, a 
pesar de los pequenos focos de crecimiento miceliar 
apreci ados.
B/ Quesos 1 impi ados y parafinados: 05 y Q7. En el momento de 
ser 1 impi ados, a los 12 dxas, aparecen con un aspecto similar 
al indicado para 06: con dicha limpieca se consigue la
eliminaci6n de 1 os hongos creci dos. Se continué la maduraciôn 
3 dias mas, sin repetir la inoculation, momento en el que se 
parafi no. 07 se dejo madurando 30 dias, y 05 hasta que
complété los 60 dias. Al cabo de este tiempo son troceados 
segun el esquema de la figura III.3.
Las si gui ente piezas resultaron ser negatives a la presencia 
de aflatoxinas:
•05.- 05-B (56.83g), 05-1 (27.743g), Q5-K (31.53g).
• 07.- Q7-C (77.48g), Q7-D (61.39g).
Dentro de 07, 2 porci ones resultaron positivas, presentando
aflatoxinas en 1 as canti dades indicadas a continuacién:
i Q7- 0. 08 H9
Bj- 0. 01 M9
e , - 0..6 >jg
8 2 - 0..06 H9
0,,009 jjg
- 324 -
•Q7-A (53.77g) 0.,03 H9
Bj- 0.,0098 pg
G,- 0.,2 pg
G2- 0..06 H9
Ml- 0., 0094 pg
En resumen, af1atoxi nas en muy bajas canti dades fueron 
detectadas en el queso madurado durante 30 dias, y no 
pudieron ser puestas de manifiesto cuando di cho madurado se 
complété. En el primer caso (Q7) solo se 11egaron a 
determinar en la capa superior de 10 mm.
C/ Queso limpiado y sin parafinar: 09. Este queso se limpio a 
los 12 dias del abundante crecimiento de Peni ci 11i um que 
presentaba en su superficie, y del ligero de Asgergi M u s  ; 
tras la limpiera, el Asgerg_i M u s  quedo en los puntos de 
inoculaciôn como incrustado en la corteza. No se repitié la 
inoculaciôn tras la 1impieza, no apreciandose désarroi 1o 
fûngico. Se dejô madurar 60 dias a 15*C, tras lo cual se 
troceô segûn el esquema de la figura II1.3. Se analizaron 
para aflatoxinas las porci ones 09-B (52.66g), 09-1 (28.6g) y 
09-K (26.7g), resultando todas el1 as negativas a la presenci a 
de dichos compuestos tôxicos.
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D/ Queso sin limpiar y sin parafinar: QB. Présenté abundante 
crecimiento de Peni ci 11ium , que fue cubriendo poco a poco 
los pequenos focos de désarroilo de Asperoi1 lus . Tras 1 os 
60 dias de madurado, el crecimiento de Peni, ci 11 ium
englobaba todo el queso, procediéndose al troceado si gui endo
la figura III.3 y extrayendo de las porci ones QB-B <45.14g),
08-1 (28.4g) y QB-K (24.67g), todas el1 as negativas a
aflatoxinas.
E/ Quesos salados en salmuera estéril y sin parafinar: 010 y
Qll. Tras 30 dias de madurado, el crecimiento résulté ser 
prâcticamente nulo: el micelio se encontraba uni camente en la 
zona de inoculaciôn, pero sin désarroi 1arse a partir de ella; 
por ello, el queso 011 se inoculé de nuevo y se llevô a 28*C 
en una jarra de plastico estéril cubierta con papel de 
aluminiD. donde se mantuvo 30 dias. Este mismo procedi mi ento 
se llevô a cabo con 010 tras los 60 dias de madurado.
- En 011, al final del periodo de incubaciôn, présenté 
abundante crecimiento de AsgergiMus , que recubria la mayor 
parte del queso, apareciendo tambien Peni ci 11ium , pero en
menor medida. Se efectué el troceado segûn el esquema delà
figura III.3, obteni endo 1 os si gui entes val ores en cuanto a
detecci on de aflatoxinas en cada una de las piezas obteni das:
•Oll-I (45g) B,- 17.7 ;jg
B 2 ~  1 p g
- 28. 5 ^ g
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Gg- 4 fjg
- 0.3 pg
• Dll—K <33g) — 1 pg
Bg- 0.4 pg
G,- 2 jjg
G%- 0.6
M, - 0.09 yg
•Dll-E (24g) B,- 0.065 pg
G^- 0.1 pg
•Dll-G (22.7g) B,- 0.065 pg
G.J- 0.1 pg
En Dll-H (25.9g) y Qll-F (23.6g) no se detecto presencia de 
af1atoxinas.
En el curso de estos estudios, por tanto, se detecto una 
profundi racion de aflatoxinas superior a 10 mm desde la 
superficie del queso. En la tercera porcion de 10 mm ya no 
fueron detectadas.
- En QlO, una vez cumplido su periodo de incubaciôn, no 
présenté crecimiento de EêDLSLlLiü!!! , si no solo de 
AsEgCailius , pero no de forma abundante, si no como una fina 
pel 1 cula que recubria todo el queso. Se troceô el queso segun
el esquema de 1 a figura II 1.3., extrayendo de las siguientes
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porci ones:
•QIO-I (19.1g) 36.6 pg
Bg- 1 pg
G,- 40 pg
Gg- 1 pg
M,- 0.67 pg
•QIO-K (16.2g) Bl- 0.14 pg
G,- 0.4 pg
La porcién QIO-F (21.3g) résulté negativa a la presenci a de 
af1atoxinas.
En la tabla Ill.âl podemos apreciar los resultados obteni dos 
dentro de la produccion de aflatoxinas en queso con
i noculaci én en su superficie con asa cargada. En esta tabla 
no se incluyen 1 os quesos en que no se détecté la presenci a 
de aflatoxinas.
En esta tabla se puede apreciar la posibi1i dad de difusién de 
aflatoxinas haci a el interior del queso, en una medida
superior a 10 mm; esto sucedié cuando el queso se mantuvo a
una temperatura superior a la de madurado, y éptima a su vez 
para el désarroi 1o del hongo.
Como queda reflejado en la columna de proporci on de
aflatoxinas producidas, cuando el queso es mantenido a 15'C
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(Q7) ex i St i 6 mucha mayor producci 6n de G que de B , siendo 
superior incluso el valor de Gg que el de B^. Esto no sucediô 
cuando el queso se incubô a 28*C, en que si bien existiâ 
mayor producciôn de G^ que de B^, no alcanzo los val ores que 
se pueden apreciar a 15 * C, y en ningôn caso existio mayor 
produccion de Gg que de B^.
III.5.c. Inoculaciôn en el centre del queso
Dentro de este tipo de inoculaciôn -fueron estudi ados 4 
quesos, 3 de el 1 os para-finados a los 15 dias de maduraciôn, y 
troceados para la extracci ôn de a-f 1 atox i nas al cumplirse los 
dias 30 (Q12) , 45 (014) y 60 (013) . Un queso mas (015) no -fue 
paraf1nado, manteniéndose 60 dias en maduraciôn.
Todos los quesos fueron troceados segun el esquema de la 
figura III.4. En cada uno de el1 os se procedi ô a la 
extracciôn de las piezas A, B, C, D y E, si endo todas el1 as y 
en todos 1 os quesos, negatives a la apari ci ôn de aflatoxinas. 
Esto a pesar de que a lo largo de la zona de inoculaciôn 
apareci ô ligero crecimiento fûngico de color amari1 lento 
correspondi ente al AsgergiMus i nocul ado.
Figura III.4 Esquema de troceado de los quesos Q12, Q13, 014 y Q15
(inoculaciôn en el centro del queso
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Ill.S.d. Produccion de e-f 1 atoxinas sobre porciones de queso
Se uti1izaron porciones tanto de queso elaborado por nosotros 
como de queso comerci al. Los resultados obtenidos pueden ser 
apreciados en la Tabla 111.62.
A un a de las porciones (T7-B) , le -fue quitada su capa externa 
de aproximadamente 5 mm, con objeto de comprobar la posible 
difusion de af1atoxinas a la misma.
En 1 as porciones incubadas a 28 *C, a los 6 dias el 
crecimiento -fungico ya es intenso, cubriendo toda la
superf i cie del queso, con esporulaci on abondante. En algunos 
casoE, si n aparente relaci on con el hecho de tratarse de
queso comerci al o elaborado por nosotros, se aprecio 
crecimiento de Peni ci 11 i um junto con la cepa inoculada. 
ligero en aquellos incubados a 28"C y mas intenso a 15 y lû®C.
A 10*C tras 50 dias de incubacion no aparecio crecimiento de 
1 ni por supuesto, producci ôn de a-f 1 atox mes.
La proporciôn de af1atoxi nas y se mostrô 1i geramente
■favorable a esta ultima en todas las determi naci ones
e-fectuadas en queso comerci al (dias 6, 13 y 20 a 2B*C, y 3Ci 
y 50 a 15*0, y a los 20 dias a 28*C en queso elaborado por
nosotros; en cambio, en este ultimo tipo, proporciones muy
super i ores de 6^  •fueron detectadas en los primeros dias ( 8 y 
10) de 1ncubaci ôn. En ningun caso se llego a determiner mas G2 
que .
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lll.S.e. Produccion de a-f 1 atoxinas sobre queso triturado
Todos estos estudios se llevaron a cabo a partir de queso 
elaborado por nosotros, que era converti do en pequenos 
granules con la ayuda de un mortero.
En 1 as muestras i ncubadas a 28 ®C aparecian zonas de 
crecimiento de Asgergi^Mus y Penici 11 i um , con mi cel i o muv 
abundante. En la muestra incubada a 15 ®C unicamente se 
observd crecimiento visible de Penici Ilium , siendo nul a la 
presenci a de af1atox i nas.
A 28 ®C se detecto produccion en igual nivel de y , asi 
como por otra parte de Bg y Gj* Los resultados pueden ser 
apreciados en la tabla III.63.
111. 5. -f. Produccion de a-f 1 atox i nas sobre pasta de queso
Esta pasta -fue el aborada por gr anul aci on del queso en un 
montero, anadiendo a 100g de este granulado, 100 ml de agua 
destilada esteri1. Una ver cumplido el pen odo de incubacidn, 
se separaban micelio y substrato, procediendo a su extraccion 
para a-f 1 atoxinas.
A 28 ®C aparecio un crecimiento muy abundante delà cepa 
inoculada, con una gruesa capa de micelio sobre el substrato. 
La esporul aci on -fue abundante. El substrato apareci a con una 
pigmentacion amari11 enta caracteristica.
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A 15 *C el crecimiento tambien résulté ser abundante, si bien 
con menores zonas de esporulacion. Aparecian pequenos focos 
de Pénicillium .
A 10 *C hay crecimiento de A.parasiticus , en menor medida 
que a las otras temperaturas. pero llegando a cubrir todo el 
substrato en el m,atraz. A pesar de esto, como podemos 
apreciar en la tabla III.64, no se pudo detectar la presenci a 
af1atoxinas, ni en substrato ni en micelio.
En la table III.65 se puede apreci ar la distribucion de 
af1atox1nas entre mi celio y substrato en 1 as distintas 
condici ones investiaadas.
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III.6. INFLUENCIA DEL PROCESADO DEL QUESD MADURADO SOBRE SU 
CONTENIDO EN AFLATQXINAS
Al expresar los resultados obtenidos en nuestras
exper1encias, haremos distincion entre 1ote 1 y 2, dada la
diferencia habida entre ambos en cuanto al proceso de
elaboraci on seguido.
Debemos hacer constar que la 1eche de parti da en ambos lotes
mostr6 un conteni do nul o en a-f 1 ato>:i nas.
A continuac1 ôn iremos desgranando los resultados obtenidos en 
los distintos estudios 11evados a cabo.
III.6.a. Lote 1
Como ya indicamos dentro del apartado correspondiente de 1 a 
metodologia, en este lote, tras la adicion de las a-f 1 ato>;inas 
y el starter, se dejaba en reposo durante 30 minutes, con 
objeto de conseguir una mayor acidi f i caci 6n; en este tiempo 
el pH pasa de 6.3 a 6.1: también se conseguirfa una mejor 
distribuciôn de 1 as a-flatoxinas en la 1 eche.
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III.6.a.i. Inf1uenci a de 1 as af1atox i nas sobre las
bacterias présentes en 1eche y cultivo iniciador
Tratamos de investigar el posible efecto que 1 as aflatoxi nas 
aRadidas a la 1eche pudieran tener sobre el désarroi 1o tanto 
de las bacterias présentes en la 1eche, como fundamental mente 
de las que constituyen el starter.
En la tabla 111.66 se muestran los recuentos de mesof i1 os 
aerobi os présentes en 1eche de parti da, 1eche + cuajo, suero 
y cuajada, efectuados en la 1eche contami nada con af1atox i nas
y en la que servi ri a para la elaboraci ôn de quesos contrôles.
En el caso de 1eche + cuajo con af1 atox i nas se produce un 
1 ncremento en el recuento de mesôfilos aerobi os con respecto 
al queso control. También existen diferencias en cuanto a la 
distribuciôn de 1 as bacterias, inclinada haci a la cuajada en 
el queso control y haci a el suero en el queso con
af 1 ato>: 1 nas.
111.6.a.2. 1nf1uencia del proceso de elaboraciôn del
queso Madurado sobre las af1atox i nas présentes en la 1eche de 
parti da
Podemos apreciar 1 os resultados obtenidos en la tabla II1.67. 
Para todas 1 as aflatoxinas estudi adas, la distribuciôn 
suero/cuajada fue claramente favorable haci a el suero,
Tabla III.66 Recuento de mesôfilos aérobics a lo largo del proceso
de elaboraciôn de queso control y queso contaminado con 
aflatoxinas
queso contaminado queso control
por uni Cad de 
peso o volumen Total
por unidad de 
peso o volumen Total
Leche 31 X :0^ / ml 54,25 X lo"^ 74.43 X 10® / ml 13.9 X 10®
Leche * Cuajo 1360 X 10® / ml 23800 X 10® 2.51 X 10® / ml 44 X 10®
Suero 536 X 10® / ml 7423.6 X 10® 1 X 10® / ml 1.2 X 10®
Cuajada f ?  X 10® / g 7.2 X 10® 5.01 X 10® /  g 25 X 10®
Tabla III.67 Influencia del proceso de elaboraciôn del queso Madurado
sobre las aflatoxinas présentes en la leche de partida 
en el Lote 1
A F L A T 0 X I N A S
®1 °1 =2
49 ml de la sol.
contaminante ne 41 .65 41.65 29.4 29.4 14.7
leche original - - - - -
leche tras la 
contami naci on
46.6 46.6 28 28 14
(17.51)
% • 100 100 100 100 100
/Jg/L 2.6 2.6 1.6 1.6 0.8
Suero pg 27.7 27.7 13.85 13.85 9.23
(13.B5L)
% 59.44 59.44 49.46 49.46 65.92
pg/L 2 2 1 1 0.66
Cuajada pg 14.272 14.272 5.352 5.352 3.05
(1764g)
% 30.62 30.62 19.11 19.11 21.76
pg/Kg 8 8 3 3 1.71
Enriquecimiento 
en afl. del queso
3.076 3.076 1.875 1.875 2.137
Perdidas en afl. 
en suero + cuajada %
9.94 9.94 31.43 31.43 12.3
: Consideramos como 100% los valores hallados en la leche tras la contaminacion
- 342 -
■fundamental mente para la aflatoxina M ^ (65. 92/21. 78) .
Resul tados no tan inclinados haci a el suero -fueron hallados 
para a-f 1 atoxi na B (59.44/30.62) y G (49.46/19. 11) .
Las pérdi das en a-flatoxinas G^  y Gg habidas durante el 
proceso de elaboraciôn pueden ser consi deradas como al tas 
(31.43%) , si endo normales 1 as de B y (9.94 y 12.3 */.
respect!vamente). Debido a estas pérdi das, el grado de 
enri queci miento de la cuajada es variable, de un 1.875 en G, 
2.137 en y 3.076 en B.
III.6.a.3. In-f 1 uenci a del pen odo de maduraci on sobre 
1 as a-flatoxinas présentes en queso Madurado
Los resultados obtenidos en el curso de estas experi enci as 
pueden ser apreci ados en la tabla 111.66.
En cuanto a las a-f 1 atox i nas B^  y B2 , sp muestr a estabi 1 i dad 
durante los 60 dias de madurado, con una 11 géra disminuciôn a 
los 15 di as. Esta mi sma estabi 1 i dad se apreci a para la M,, , 
con 1 i géras osci 1 aci ones, pero lo su-f 1 ci entemente tenues como 
para considérer su no degradacion. For contra, los altos 
valores de G^  y G2 encontrados a 1 os 60 dias de madurado 
parecen excesivos.
Como puede apreci arse, en ninguna de las aflatoxinas se 
encontrô di ferencia entre porcion interna y externa a los 60 
dias de madurado.
i I
8 8 s
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III.6.a.4. Influencia del almacenamiento en
refri geraci 6n del queso Madurado sobre su contenido en
aflatoxinas
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla III.69.
Para comentar estos resultados es obii gado referirse a la 
tabla 111.68 referente a la influencia del madurado. Las
aflatoxinas y Bg van di sminuyendo a lo largo del
almacenami ento en refri geraci 6n, hasta llegar a un 60% de 
recuperaci on a los 60 dias; como excepci on, a estos mismos 60 
dias en la porci 6n interna se récupéra de nuevo la totali dad 
de 1 as aflatoxinas. Algo similar sucede con y G2 , que van 
disminuyendo hasta el dia 30, para tomar un considerable 
aumento en el dia 60, fundamental mente en la porcion interna, 
con un 266% de aflatoxina recuperada. En cuanto a la
af1atox i na M^ , menores osci1aci ones fueron apreci adas, si 
bien si gui endo esa misma frecuencia, de dismi nuci 6n primero y 
aumento a los 60 dias. Hay que destacar que de 1 as 4 
aflatoxinas principales, B^ , &2 , G^  y G2 , a los 60 dias, y
tanto en la porcion interna como en la externa, se recuperan 
exactamente las mismas canti dades de cada una de el las, 
aunque evi dentemente suponi endo un distinto porcentaje con 
respecto a 1 as toxinas ini cialmente présentes en el queso.
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111.6.4.5. Inf 1uenci a del almacenamiento en congelacion
del queso Madurado sobre su conteni do en aflatoxinas
A la vista de los resultados expresados en la tabla 111.70, 
se puede apreciar la estabi1idad de 1 as aflatoxinas y Bg a 
lo largo de los 60 dias de congelaci ôn, con una 1i gera 
di smi nuci ôn a los 10 dias. En cuanto a 6^  y G2 , con excepci on 
de la muestra tomada a 1 as 24h, se va produci endo un aparente 
incremento, que no es tal por cuanto si nos referimos al 
momento en que finaliza el madurado, las aflatoxinas seran 
estabies hasta el dia numéro 30, para produci rse un
incremento en el dia 60. Esto mismo se puede decir para la 
af latoxina M,^ .
111.6.b. Lote 2
En este caso el proceso de elaboraciôn del queso fue 
continuo, sin esperar esos 30 minutos de reposo para
conseguir una mayor acidi f i caci on.
I1I.6.P.1. Influencia del proceso de elaboraciôn del 
queso Madurado sobre las aflatoxinas présentes en la leche de 
parti da
Podemos apreciar los resultados obtenidos en la tabla 111.71. 
Para todas 1 as aflatoxinas la distribucion suero/cuajiada fue

Tabla III.71 .- Influencia del proceso de elaboraciôn del queso Madurado sobre 
las aflatoxinas présentes en la leche de parti da en el Lote 2
A F L A T 0 X I N A S
®1 ®2 Gl S "l
leche original - - - - -
leche tras la 
contaminacion Me
46.67 46.67 28.35 28.35 8.01
(20L)
% • 100 100 100 100 100
2.33 2.33 1.41 1.41 0.4
Suero 31.2 , 31.2 12.48 12.48 5.46
(15.6L)
% 66.85 66.85 44.02 44.02 68.1
|ig/L 2 2 0.8 0.8 0.35
Cuajada 11.118 11.118 7.412 7.412 1.71
(1853g)
% 23.82 23.82 26.14 26.14 2 1.34
^ / K g 6 6 4 4 0.92
Enriquecimiento en 
afl. de la cuajada
2.57 2.57 2.83 2.83 2.3
Perdidas en afl. 
en suero + cuajada % 9.32 9.32 29.83 29.63 10.48
* : Considérâmes como 100% los valores hallados en leche tras la contaminacion
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■favorable haci a el suero, alcanzando su méxima di -ferenci a 
para la a-f latoxina (68. 1/21.3-4 ) . Valores simi lares se
obtuvieron para a-f latoxina B (66.85/23.82) , y con menores 
di ferenci as entre suero/cuajada para aflatoxina G 
(44.02/26.14). Las perdidas habidas en aflatoxinas G^  y Gg 
pueden consi derarse al tas (29.83%), siendo normales las de B 
(9.32%) y (10.48%). A pesar de estas perdidas, el
enriquecimiento en aflatoxinas de la cuajada es similar para 
todas el1 as, con un valor comprendido entre 2.3 a 2.87.
III.6.b.2. Influencia del peri odo de maduraci ôn y
almacenami ento en refrigeraci ôn sobre las aflatoxinas 
présentes en queso Madurado
Los resultados obtenidos aparecen descritos en la tabla
II1.72.
A los 60 dî as de madurado podemos consi derar la estabi1i dad
de 1 as aflatoxinas, lo mismo que tras mantener en
refri geraci ôn este mi smo période de tiempo. A 1 os 90 dias se 
produce un ligero i ncremento en la recuperaci ôn de todas 1 as 
aflatoxinas estudi adas. En este caso no se produce el hecho 
reflejado en el Lote 1, en cuanto a igualdad en la 
recuperaciôn de 1 as 4 aflatoxinas principales tras 60 dias de 
almacenami ento en refrigeraciôn.
opsjnpvw UOT3BJ»8tJJSJ
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III.6.t>.3. Influencia del al macenami ento en congel aci on 
sobre las aflatoxinas présentes en queso Madurado
A la vista de los resultados reflejados en la tabla 111.73, 
se puede concluir la estabi1i dad de las aflatoxinas 
investi gadas tras 60 di as de al macenami ento en congel aci ôn. A 
los 90 dias, se producen unos hechos sorprendentes por la 
di ferenci a habida entre las distintas aflatoxinas: y M^
Bufren un ligero i ncremento, G2 permanece estabie mi entras 
que G^ muestra un elevado incremento, permaneciendo en 
valores absolutos al nivel de B^, pero llegando en valores 
relatives a un 200% de recuperaciôn.
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IV.1. PERDIDA DE LA CAPACIDAD AFLATOXICÜBENICA EN CEPAS 
TDXICAS
Ha SI do descri ta por diverses autores la pérdida de capacidad 
de SIntesi s de aflatoxinas por sucesi vos pases de 1 as cepas 
que poseen esta propiedad a través de medios sintéticos (29, 
93, 383, Mayne et al. citado en 29); e incluso Torres et al.
(citado en 29) mostraron la degeneraci on de 4 cepas 
af1atoxicogénicas después de pases consécutives a interval os 
de 72h sobre un medio natural como es el tri go machacado y
humedeci do.
Para Bennett et al. (29), esta pérdida de la capacidad de 
produccion de aflatoxinas con mantenimiento de otras 
caracter1 sticas puede ser interpretada como una evidencia de 
que la i nformaci on genética para la sintesi s de aflatoxinas 
es extracromosômica.
En 1 as experi encias 11evadas a cabo por Vanderhoven et al. 
(383) se procediô a sucesivas siembras de una serie de cepas: 
al cabo de un cierto numéro de pases, solo una cepa
conservaba la capaci dad de sintesi s de aflatoxinas. Parece 
poco probable que este proceso se produzca por una mutaci on 
genética, como ha si do sugerido por ciertos autores. El medio 
de cultivo tampoco parece directamente responsable de esta
situaciôn, por cuanto una cepa conservé su capacidad
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af1atoxi cogéni ca. Es probable que 1o que suceda de pase en 
pase es que tenga lugar un proceso de seleccidn de conidios, 
coffio ya indicaron Schroeder y Verret (322), en el senti do de 
que no todos 1 os conidios de un mismo conidioforo dan origen 
a mi celi os con idéntico metabolismo. Con 1o cual la pérdida 
ya seria irreversible, aun cuando se haga un pase a un medio 
natural.
Con O b jeto de evi tar estas circunstancias, como hemos 
indicado dentro del Capitulo correspondiente de Material y 
Métodos, procediamos a sembrar periôdicamente nuestras cepas 
en un medio natural que soporta alta producci on de 
af1atox i nas como es el medio de tri go machacado y humedeci do, 
estableciendo conjuntamente contrôles por siembra en medio 
APA, en el que se detecta faci1 mente la capaci dad 
a-f 1 ato>: i cogeni ca por la -f 1 uorescenci a que toma el medio.
En el curso de nuestras i nvesti gaci ones no detectamos en 
ningun caso pérdida de la capaci dad af1atox i cogeni ca por 
parte de 1 a cepa A.parasiticus NRRL 2999.
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IV.2. TECNICAS DE DETERMINACI ON DE AFLATQXINAS EN LECHE Y 
PRODUCTDS LACTEDS
Los resultados encontrados por nosotros en 1 a utllizacion de 
distintas técni cas analiticas coinciden en general con 1 os 
menci onados por 1 os propi os autores que descri Pi eron di chas 
técnicas. Comentaremos en primer lugar estas metodologias 
para pasar a continuaciôn a la técnica descri ta por nosotros.
- Técni ca de Lafont et al. (193):
En la descri pci on original de la técni ca el autor no indica 
porcentaje de recuperaciôn, y el hall ado por nosotros, 93%, 
puede considerarse como bueno: da un coef i ci ente de variacion 
de 6.1B, inferior al encontrado por nosotros, que se situa en 
9.
- Tecnica de Tri pet et al. (368):
Sus datos son coïncidentes con 1 os nuestros en cuanto al 
porcentaje de recuperaci on (92.8 y 92.1 % respectivamente) y 
al rango de variacion.
Estas 2 técni cas presentan un limite de deteccion muy bajo, 
de 5 ppt (0.005 pg/L): sin embargo, sus caracteristicas de 
una excesi va lentitud, y gasto de material y reactivos 
hicieron desaconsejable su utilizacién en nuestros estudios.
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- Técni ca de Stubblefield (353):
Nuestros datos coinciden en general con 1 os descritos por el 
autor, con una recuperaci6n en torno al 80%) Esta técnica
présenta las venta jas de rapides, economia y sensi bi li-dad, 
pero si n embargo su limite de detecci 6n de 0.1 pg/L no
permi te un anali si s fiable de muestras con bajo grado de 
contaminaciôn.
El hecho de que por unas u otras razones, ninçuna de estas 
técni cas résultera de nuestra plena aceptacion, nos hi zo 
buscar una nueva técni ca analîtica para af1atoxi nas.
- Técni cas I y II;
Los porcentajes de recuperaci 6n de estas técni cas en queso, 
i nferiores al 90%, son seguramente debidos a la di f i cultad de 
obtener una perfects homogeneizaciôn del queso con la 
soluciôn de bicarbonato sôdico.
Estas técnicas se muestran utiles no sôlo para , si no 
también para otras af1atox i nas, asi como para una gran
variedad de productos lacteos.
La producci ôn experimental de af1atox i nas en productos
lacteos, especi al mente en queso, ha si do ampli amente 
estudi ada, como ha si do revisado recientemente por 
Tantaoui —Elaraki y Khabbazi (363): estos estudios se ven
di f i cultados por la ausenci a de un método analitico rapi do 
para aflatoxinas. La Técni ca II es perfectamente util en 
estos casos, en que su limite de detecciôn (0.1 ppb en leche
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y yogur y 0.4 ppb en queso) se encuentra por debajo de 1 as 
necesi dades real es. Empleando esta técni ca 6 muestras pueden 
ser extraidas en una hora y media.
La técni ca descri ta por nosotros no requière la medida de 
volümenes i ntermedi os durante su désarroi 1o para poder 
cuantif icar las a-f 1 atox i nas, cosa que si es précisa en otras 
técni cas. La totalidad de las aflatoxinas de la muestra 
original estarén présentes en el extracto clorofôrmico final.
En el curso de nuestros estudios, hallamos que las 
af1atox1 nas se di solvian en la fase acuosa de los productos 
lacteos después de la al calinizaciôn con bicarbonato sédico, 
mi entras que la acidificaciôn résulté en su precipitacién con 
la caseina. Esto se demostrô por la adicién lenta de 1.5 ml 
de écido acético a 50 ml de leche en agitacién con la ayuda 
de un agi tador magnéti co, seguido de centrifugaci6n a 12000 
rpm durante 10 minutos. El precipitado, que contenia 
virtualmente la totalidad de las aflatoxinas, fue 
solubi1izado con una solucién de bicarbonato sédico, y esta 
solucién tratada con Metanol-Acetona (75-30) en la forma 
descri ta para 1 as Técnicas originales. Con este procedimiento 
la recuperacién de aflatoxinas fue del 90%, con 1o que esta 
variante puede ser util para productos lécteos con un elevado 
conteni do en grasa, ya que la mayoria de 1 os 1fpi dos son 
faci1 mente eliminados.
En el desarrol1o de la técnica, la adicién de CD^HNa es
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esencial para prévenir la precipitaci6n de la caseina antes 
de la extraceion de 1 as toxinas con Metanol—Acetona. La 
adiciôn de esta mezcla cubre varios propésitos:
(a) La polaridad de la fase acuosa disminuye lu 
suf1 ci ente como para favorecer la solubi1i zaci ôn de las 
aflatoxinas présentes.
(b) El bicarbonato es precipitaJn asi si n di smi nui r 
el grado de solubi1izaciôn de las aflatoxinas
(c ) Se precipi tan p.-oteinas de la leche.
(d) Los lipidos no son solubi1i zados debido a la al ta 
polaridad de la mezcla Metanol-Acetona-Agua, y por tanto, con 
la centrifugaci6n a baja temperatura y al ta velocidad se 
separan y solidifican, mi entras que las aflatoxinas
permanecen en soluciôn.
Los 11 pi dos después son faci1 mente extrai dos por filtraci ôn,
proceso que debe ser llevado a cabo 1o mas rapidamente
posible, porque la grasa fundira si se eleva la temperatura.
En resumen, la nueva técnica propuesta por nosotros présenta 
las SI gui entes ventajas:
(1) Es répida, sensible y permite un alto porcentaje 
de recuperaciôn de las aflatoxinas.
(2) Puede ser adaptada a di ferentes necesi dades: (i) 
técni ca répi da con un limite de detecci ôn de 0.1 ppb en leche 
y yogur, y 0.4 ppb en queso (Técni ca II), y <ii) técni ca mas 
larga con un limite de detecci on de 0.02 ppb en leche y 
yogur, y 0.05 ppb en queso (Técnica I).
(3) Es util para di ferentes productos lacteos.
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(4) Es econômic* por cuanto los materi al es usados 
tienen bajo coste en comparaci ôn con otros métodos
analiticos.
(5) Aflatoxinas M,, , , ^2 ’ ^ Gg pueden ser
extrai das y cuantificadas, 1o que es parti cularmente
importante para productos lacteos soii dos, susceptibles de 
ser contaminados con hongos af1atoxicogéniços.
Por tanto, a la vista de esta caracteristicas, se propone la 
técni ca I para estudios epidemiolôgicos de presencia de en 
leche y productos lacteos, en que un bajo limite de detecci ôn 
es reqderi do. Mi entras que la Técni ca II séria adecuada para 
estudios de producciôn experimental de aflatoxinas en 
productos lécteos permiti endo una al ta recuperaciôn en un 
corto tiempo, y por consigui ente, el faci1 procesado de un 
elevado numéro de muestras.
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IV. 3. DETERtllNACIQN DE AFLATOXINAS EN MUESTRAS DE LECHE 
COMERCIAL
Para procéder a la realizaci on del muestreo para determinar 
la incidencia que la contaminacion por af1atoxina M^  podrfa 
tener en leches espanolas, escogimos la provincia de Leon, y 
concretamente su zona Norte, por tener- un cli ma hûmedo,
semejante al de la Europa Central, que podria dar lugar con
mayor f aci11 dad a la apari ci ôn de enmohecimiento en los 
al 1mentos para el ganado lechero, y consecuentemente, a la 
contaminaciôn de la leche por aflatoxinas.
Las muestras de leche fueron recogidas a 1o largo de un ano 
con la finalidad de establecer la posibilidad de exi stenci a 
de distribucion estaci onal, 1o que no se vio plenamente
conf i rmado por nuestras experiencias, apareci endo el mayor 
numéro de muestras positivas en Primavera y Otono. Es en 
Otono e Invierno cuando la alimentaciôn de los animales se ve 
suplementada con piensos compuestos, que a través de 
distintos componentes (fundamentalmente cacahuète y algodôn) 
pueden vehicular la af1atoxina , dando la consigui ente
apari ci ôn de M., en leche (34, 117, 116, 120, 140, 161, 171 ,
164, 261, 268, 273, 339, 410). A la vista de las experi enci as
de otros autores se puede consi derar bajo el numéro de 
muestras positivas detectadas en Invierno.
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Desde el punto de vista législative, no existen en nuestro 
pais normas que regulen el conteni do de aflatoxinas en 
productos para alimentaciôn humana, si bien deben tenerse en 
cuenta 1 as recomendaciones de PAO y OMS en el senti do de 
fijar el conteni do mâximo de aflatoxinas en alimentos para 
consumo humano en 30 ppb (64, 155).
Lo que si esta legislado es un limite de 20 yig/Kg de 
af1atox i na en ali mentos para ganado lechero.
Esta cantidad, caso de ser ingerida por el -ganado lechero, 
supondrla un determinado nivel de M^  en leche, que estarla 
estableci do si gui endo el criterio de varios autores entre 
los siguientes val ores: 0.3 ppb (141), 0.05 ppb (262),
0.1-0.3 ppb (339), 0.02-0.2 ppb (379). Esta vari abi1i dad es
dependiente de los multiples factores que pueden influir, de 
los que los mas destacados son: canti dad de alimento
1 ngeri do, cantidad de leche producida y grado de conversion 
de Bi a . En cualqui er caso, a la vista de los bajos
niveles de detectados por nosotros en leche, se podria
consi derar ini ci al mente que el alimente de los animales 
productores de la leche analizada no superaba 1 as normas 
1 eg i siati vas en cuanto a su contenido en.B ^ (recordemos 20 
ppb); pero ésto lo podriamos afirmar si se tratara de leche 
obtenida de granjas determinadas o de animales especificos; 
al tratarse de leche cornerci al, 1 as aflatoxinas han sufri do 
un proceso de dilucidn, al mezclarse 1 as leches contami nadas 
con otras no contaminadas, lo que hace pensar que la leche 
toxica podrfa procéder de animales que han si do ali mentados
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con productos que sobrepasan esas 20 ppb que marca la 
1 egi el aci ôn.
Refiriéndonos a la legi siaciôn de distintos paises que 
regulan el conteni do en de la leche, y concretamente a
Suiza, de todas nuestras muestras positivas, solo 2, 
correspondientes a los meses de Novi embre y Di ci embre, 
sobrepasan el limite de 0.05 ppb para leche comerci al. En 
este senti do debemos indicar que Suiza es uno de los pai ses 
con normatives mas estr i ctas en cuanto a las aflatoxinas 
(91) .
Si tomamoE como referenda la ley de otros paises como 
Holanda o Estados Uni dos (377), nuestras muestras se 
encuentran dentro de sus m«rgenes 1 égal es, que estan 
establecidos en 0.1 ppb y 0.5 ppb respectivamente.
Por Bupuesto, 1 as leches positivas quedarian fuera de toda 
normative en aquellos paises que cuentan con un nivel cero de 
tolerancia para aflatoxinas en leche, como son Japon, 
Malasia, Polonia y Dinamarca (37).
En la tabla 1.2, dentro del capitula de Introducciôn, podemos 
comparer nuestros resultados con los obtenidos por otros 
autores en di ferentes pai ses. Aqui nos referiremos uni camente 
a los 2 seguimi entos anteri ores que se han llevado a cabo en 
nuestro pais, los de Jodral (161, 164) y Burdaspal et al. 
(60) .
Jooral (161, 164) no détecta contaminacion alguna por en
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330 muestras de leche ester!1i zada comercial, y si en 
muestras de leche cruda recogidas en distintas granjas de
Andalucia; respecte a estas ultimas los resultados obteni dos 
son semejantes, aunque con un porcentaje un poco inferior al 
nuestro, apareci endo muestras positivas uni camente en 
Invierno y Primavera. Estas di ferenci as pueden venir 
determi nadas por el distinto clima ex i stente en Andalucia y 
la zona Norte de Espana.
Burdaspal et al . (60) descri ben un porcentaje de contaminaciôn 
por en leches comercial es, en torno al 7.3%, con unos
niveles de contaminaciôn muy moderados, semejantes a los 
nuestros, y situéndose entre 0.02 - 0.04 ppb. Los autores
atr1buyen este moderado nivel a la baja contami naci ôn del 
alimento del ganado, mi entras que como ya hemos indicado,
para nosotros se trata més bien del efecto de dilucidn que 
sufren las leches contami nadas al mezclarse con otras no
contaminadas de di ferentes orlgenes, en la Central Lechera.
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IV.4. PRODUCCION DE AFLATOXINAS SOBRE YOGUR
IV.4.a. Yogur como substrato para producci on de aflatoxinas
Con los resultados obteni dos por nosotros queda plenamente 
demostrado que el yogur es un buen substrato para la 
producciôn de aflatoxinas. Esto viene determi nado por 1 as 
caracteristicas que présenta el yogur, fundamentalmente en lo 
que se refiere a pH y factores nutri ti vos. En lo que respecte 
al pH, el yogur présenta un valor aproximado de 4.4, que ha 
si do descri to como ôptimo para produci ôn de aflatoxinas por 
distintos autores (165, 199, 219, 291, 363). Por otra parte, 
con respecto a los factores nutri ti vos, la composi ci ôn 
aprox i mada del yogur es la si gui ente (169):
Prôti dos...............2. 5-3. 97.
Lactosa................ 2.4-4. 17.
Li pi dos................ 2. 8-4. 5%
Sustenci as mi neral es. . . Û. 7—û. 87.
Acides 1 act i co..........0.8-1.27.
El nivel de aflatoxinas produci do sobre un medio nutri ti vo se 
muestra relaci onado fundamental mente con el contenido en 
carbohi dratos, si endo también importante el nivel de prôti dos 
(1). A este respecto, por una parte ciertos autores han 
indicado que canti dades de aflatoxinas muy bajas o nul as
— 3Ô6 —
fueron produci das por Asp.er gi 11 us cuando la lactosa actûa 
como unica fuente de carbono (55, 331>, e incluso Abdollahi 
(1) seftalé que concretamente la cepa A.parasiticus NRRL 
2999 perdia el enzima o acti vi dad de transporte necesari a 
para la sintesi s de aflatoxinas en estas condiciones. A pesar 
de esto, se ha descrito que la lactosa permi te la prooucciôn 
de une considerable cantidad de aflatoxinas (24). Nuestros 
resultados también se ven apoyados por el hecho de que la 
leche ha si do utilizada por distintos autores como medio de 
culti vo para la producciôn de aflatoxinas (24, 154, 166, 
362) .
Tampoco podemos olvidar el posible papel a desempenar por 1 as 
bacteri as 1acti cas. Se ha descrito que algunas de estas
bacteri as, concretamente Streptococcus laçtis y
LeçtobaçijLiy,s çasei. , si bien no afectan el crecimiento del
hongo, si di smi nuyen la capaci dad de producciôn de 
aflatoxinas (76, 101, 103). Incluso se ha sugerido que
S-.iaçti& es capar de secretar un compuesto inhibitorio de 
dicha sintesis (76). Sin embargo, Wiseman y Marth (398) no 
detectaron este efecto inhibitorio.
En la bibliografia consultada aparece descri ta la producciôn 
de aflatoxinas en yogur en un trabajo de Park y Bul1erman 
(255), en que estudi ando la producciôn de aflatoxinas a 
distintas temperaturas incluyen entre los substratos 
uti1izados el yogur. Este es un producto comerci al que se 
transfiere a contenedores ester1 1 es cubiertos e inoculados
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con una suspension de esporas. Describen la producciôn de 
aflatoxinas en los niveles que a continuaciôn indicamos:
• A.parasiticus a 15*C; en 10 dfas nul a, y en 21 dias
0. 9 fjQ/g.
« A. f 1 avus a 15*C; en 10 dias 2.6 yxg/g, y en 21 dias
158 pg/g.
t-Bî-BâHaSLÎi-SüS a 25* C: en 10 di as 1.3 pg/g, y en 21 
dias 1.2 pg/g.
*_A^fl_ayus a 25* C: en 10 di as 101 pg/g, y en 21 di as
138 pg/g.
A 5* C descri ben la produce i ôn de canti dades traza de 
aflatoxinas en yogur; es posible que estas aflatoxinas 
procedi eran de 1 as propi as esporas del inôculo.
Comparando estos resultados con los nuestros en yogur 
comerci al con incubaci ôn en envase intacto a 2B*C para 
A^_garasi_tLçus los val ores son muy inf eriores a los hall ados 
por nosotros, mi entras que para A^ _f l_gvus serf an mas o menos 
equi parables. En cambio, a 15 * C los resultados son 
equiparables en A^EëCfEitiEy# pero muy superi ores en 
8:.f lavus .
Nosotros describi mos que el crecimiento fungico se ve 
acompa^ado de producciôn de aflatoxinas, conjuntamente con la 
apariCl on en el substrato de una pi gmentaci ôn amari11 enta, 
tanto mâs intensa cuanto mayor es dicha producciôn de 
aflatoxinas. Dicha pi gmentaci ôn se acompana de f1uorescenci a
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cuando es apreciada bajo 1uz ultravioleta de 366nm. Esta 
pi gmentaciôn ha si do descrita en otros productos lécteos, 
concretamente en queso, en que al igual que sucede en yogur, 
profundiza hacia el interior (167, 400). Esta mi sma
pi gmentaci ôn ha si do descri ta cuando se produce el 
crecimiento de cepas af1atox i cogéni cas sobre medios 
S I ntéti cos (75, 13B) y sobre granos vegetal es (72, 317).
Asimismo, se ha senalado que esta pigmentaciôn pasa al 
extracto clorofôrmico, y la i ntensi dad de la misma va 
relaci onada con el nivel de aflatoxinas posteriormente 
detectado (319).
De nuestros resultados queremos destacar fundamental mente el 
hecho de que en algunos casos fueron detectadas aflatoxinas 
si n al teraciôn aparente del yogur, con el consi gui ente 
peligro que el1o puede acarrear para el consumidor. Esto 
sucediô en los casos que indicamos a continuaciôn, en 1 os que 
se hace referencia a las aflatoxinas totales detectadas en 
micelio * 50g substrato:
• Yogur comerci al en envase daRado incubado a 2B*C durante 
48h.- 0.78 pg af1atox i na total/50g
• Yogur comerci al en envase intacto incubado a 28*C durante 
7 dias.- 0.365 pg aflatoxina total/50g.
• Yogur comerci al en envase danado incubado a 15*C:
10 dias.- 0.076 pg af1atox i na total/50g.
11 dîas.- O.142 ............... .
• Yogur comerci al en envase intacto incubado a 15*C:
- 369 -
17 dias.- 0.137 pg aflatoxina total/50g.
20 dfas.- 0.57B " " " " .
•Yogur elaborado por nosotros destapado * incubado en
envase intacto a 28*C:
15 dias.- 0.705 pg aflatoxina total/50g.
20 dias.- 7 . 8 9 ...............  .
•Yogur elaborado por nosotros destapado e incubado en
envase intacto a 15*C:
IB dias.- 0.08 pg af1atoxina total/50g.
20 dias.- 0.188 ".. . ......... .
Como se puede comprobar, en 1 a mayor parte de los casos el
nivel de aflatoxinas detectado es mini mo, y por tanto no se
alcanzaria en ningun caso el grado de ingestion diaria de 10
pg de aflatoxinas, ci fra consi derada como inductora de 1 a 
producciôn de tumores (198). Esto présenta una excepci6n, en 
el yogur elaborado por nosotros destapado e incubado en
envase intacto a 28"C durante 20 dias, en que se 11egaron a 
detectar 7.89 pg/50g; esta ci fra si puede considerarse
peli grosa para el consumi dor.
En aquellos casos con alteraci ôn évidente del yogur,
alertaria al consumi dor de los riesgos que su ingestion 
conllevaria, sobre todo cuando se ha produci do la
esporulaci6n, lo que permitiria el reconocimiento del 
crecimiento tipi co de A^ f^ ^ avus (256) . A este respecto 
queremos hacer mencion a modernas técnicas de elaboraciôn de 
yogur, en que es poducido en grandes tanques de fermentacion
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continua; si en el interior de estos grandes contenedores se 
podujese contami naci ôn por una cepa a-f 1 atoxi cogéni ca, que 
pudiera désarroi1 arse y dar lugar a la producciôn de
a-f 1 atoxi nas, su crecimiento no se haria évidente al procéder 
al envasado del producto.
IV. 4. b. In-f 1 uenci a del proceso de elaboraciôn del yogur sobre
la producciôn de af1atoxinas
Comparamos 1 os resultados obtenidos en yogur elaborado por
nosotros y yogur comercial cuando se incuban a 28 y 15*C, con 
objeto de establecer la posible incidencia que el proceso de 
elaboraciôn del yogur pudiera tener sobre el désarroi 1o de la 
cepa af1 atox1cogénica y le consi gui ente producciôn de
af1atox1 nas.
A 28 • C el desarrol1o miceliar se va produci endo de forma mas 
rapide en el yogur elaborado por nosotros que en el
comercial: esto en un principio podria ser achacado a que
durante el periooo de elaboraciôn del yogur a 45"C ya se
1n1 c1 a el crecimiento del hongo, pero el hecho de que en el 
yogur control elaborado por nosotros e i noculado una ver 
finalizado su proceso de elaboraciôn, el désarroi 1o miceliar 
sea muy superior al descrito en yogur comerci al, nos inclina
mâs bien a pensar en la posible i nf1 uenci a que pudieran tener
distintos conservantes anadi dos al yogur comercial, que
frenarfan 1 igeramente el desarrol1 o fungico.
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A 15 * C en cambio sucede lo contrario, es decir, mâs rapi do 
crecimiento se produce en yogur comerci al, si bien los
val ores son mâs parejos entre este y el elaborado por
nosotros que en el caso anterior. Esto podria venir
determi nado por el hecho de que la temperatura es un -factor 
mâs limitante que el substrato, que no adquiriria la
i mportanci a que alcanza cuando se m^ anti ene a 2B*C. En cambio, 
se ha descrito que el e-fecto del substrato sobre el nivel de 
toxina disminuye conforme se increments la temperatura (320).
En cuanto a las aflatoxinas detectadas en micelio, tanto a 28 
como a 15* C, mâs altos val ores se encontraron en el yogur 
elaborado por nosotros, hasta que llega un punto del periodo 
de incubacion en que estos val ores se estabi1 i zan o se 
inclinan hacia el yogur comerci al. Esto mismo sucede en las 
aflatoxinas detectadas en el substrato a 15*C, mi entras que a 
28 * C los val ores en aflatoxinas son bastante parejos en yogur 
comercial y en el elaborado por nosotros.
IV.4.c. Inf1uencia del substrato (yogur comerci al o yogur 
elaborado por nosotros)
Dicha i nf1uenci a fue determi nada por la comparaci 6 n de los 
resultados obtenidos sobre yogur comercial y sobre yogur 
elaborado por nosotros i noculado una vez finalizado su
proceso de elaboraciôn. c
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A 28 • C el crecimiento fungi co es 1i geramente mâs intenso en 
el yogur elaborado por nosotros. En cambio, la producciôn de 
aflatoxinas sobre el substrato, asi como la detectada en 
micelio, es superior en el yogur comerci al. Esto podria estar 
relacionado con el contenido en conservantes del yogur 
comerci al, que si bien podrian afectar el crecimiento 
fungico, no tendn'an este efecto sobre la capaci dad de 
producciôn de aflatoxinas.
A 15 * C se obtienen resultados contradictorios con los 
descr 1 tos a 28* C, por cuanto si bien el désarroi 1 o miceliar 
es superior en el yogur comerci al , las af 1 ato>: i nas detectadas 
en substrato y micelio son superiores en el yogur elaborado 
por nosotros. Esto podria estar relacionado con el hecho de 
que la temperatura actûa como un factor limitante mas 
importante que el tipo de substrato de que se trate, no 
teniendo a esa temperatura tanta acciôn los posibles 
conservantes anadi dos al yogur comercial, que por tanto, no 
oricinan disminuciôn del crecimiento miceliar.
IV.4.d. Inf1uenci a de las condiciones de elaboraciôn del 
yogur (tapado o destapado)
En las Plantas elaboradoras de yogur a nivel industrial suele 
prbcederse al sell ado del envase una vez anadi dos todos los 
1ngredientes, y antes de que tenga lugar la fermentaciôn para
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dar lugar al producto -final. En cambio, el proceso de 
elaboraciôn casera se e-fectûa con el envase destapado.
Desde este punto de vista hemos comprobado la prâctica
ausenci a de crecimiento -fungico y la total ausenci a de 
producciôn de aflatoxinas cuando dicho proceso de elaboraciôn 
se efectûa en envase perfectamente cerrado, aun cuando se
1 1 eve a i ncubaci ôn a 2S*C durante 25 dias.
En cambio, aun cuando la incubaciôn se efectûe en envase
cerrado, si le elaboraciôn se ha produci do en envase 
destapado, si ti ene lugar un crecimiento que se traduce en 
producciôn de aflatoxinas (7.09 pg af1atox i na total/50g a 
los 20 di as a 2B*C, y 0. 188 a 15*0.
Esto parece indicar que en el tiempo de incubaciôn a 45*C, o 
bien durante su enfri amiento, se producen 1 as condiciones 
necesari as para iniciar el désarroi 1o fungico, suf ici ente 
para traducirse en la sintesis de pequenas cantidades de 
aflatoxinas. For contra, como hemos visto anteriormente, 
cuando se producen altos niveles su i nf1uenci a es
prâcticamente nul a.
La temperatura maxima para la producciôn de aflatoxinas se ve 
afectada por distintos f actores, como humedad, concentraciôn 
de Oxigeno, nutri entes (129) , aun cuando la mayor parte de 
los autores se muestran de acuerdo en afirmar que la 
temperatura maxima de producciôn de aflatoxinas es en 
cualqui er caso inferior a 45* C (94, 145, 165, 245, 295, 319). 
En determinados casos si se ha descrito capacidad de 
crecimiento y producciôn de aflatoxinas a 45*C (3, 335, 336). 
De esto se deduciria que el tiempo de i ncubaciôn a 45*2
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parece ser poco importante y adquiriria mayor importancia el 
per1odo de enfri ami ento desde esa temperatura de 45*C hasta 
temperaturas de refri geraci on.
IV.4.e. Inf 1 uencia de 1 as condiciones de i ncubaci ôn (en 
envase intacto o daRado)
Tanto a 15 y 2B*C por una parte, como en yogur c orner cia1 o 
elaborado por nosotros por otra, el crecimiento miceliar y 
1 as aflatoxinas detectadas en micelio y substrato son muy 
super1 ores cuando la i ncubaci ôn se efectua en envase intacto 
en relaciôn a cuando se hace en envase danado. Esto 
consideramos se encuentra relacionado con las condiciones de 
incubacion en aerobi osi s en un caso y en mi croaerof ilia en 
otro.
5e ha descrito que una baja concentraciôn de Oxigeno déprimé 
el crecimiento fungico y la producciôn de aflatoxinas (59, 
129), si bien Asperqi11 us es capaz de désarroi 1arse con muy 
bajos niveles de Dxigeno, aun que por supuesto de una forma 
mucno mâs 1 enta (75). Por otra parte, Snih y Marth (335), y 
en contradiCCI ôn con nuestros resultados. indican que las 
condiciones bordeando la anaerobi osi s favorecen la sintesis 
de aflatoxinas. Para estos autores, esto podria ayudar a 
expl1 car por que el mâximo nivel de aflatoxinas se produce en 
un medio con una al ta concentraciôn de glucosa toda vez que 
el hongo probablemente desarrolle un modo menos aerobi co de
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metaboli smo en respuesta al exceso de glucosa.
IV.4.f. Inf 1uenci a de la temperatura
En ninguna de las diferentes experi enci as efectuadas por
nosotros se 11 ego a detectar producciôn de aflatoxinas en
yogur a 10 • C ni tan si qui era indicios de crecimiento. Con
proceso de elaboraciôn destapado, e incubacion previa 24h a 
28 * C antes de ser llevado a 10*C, tampoco pudo determinarse 
crecimiento o producciôn de aflatoxinas. Esto indica que esta 
temperatura es completamente desfavorable a la producciôn de 
aflatoxinas en yogur. Por tanto, siempre que se mantenga la 
temperatura de refri geraci ôn para almacenar el yogur, se 
prevendra el crecimiento de cepas aflatoxicogéni cas y la 
consi gui ente producciôn de aflatoxinas.
Si bien en la literature se ha llegado a descri bi r la
producciôn de aflatoxinas a 7.5*C en medios si ntéti cos, sobre 
productos lacteos se han descrito resultados fiables a partir 
de 13* C, y nunca a temperaturas i nferi ores (55, 167, 174, 
179, 200, 250, 299, 330, 408). En arroz se descri biô le
producciôn de aflatoxinas a 10*C en un nivel de 6 pg/g en 56
dias (57). Se ha indicado la producciôn de canti dades traza a 
7.5 y 10 * C sobre medios sintéticos (381). Schindler (318)
descr i bi ô la producciôn de aflatoxinas sobre medio si ntéti co
a 7.5*C, y Northolt et al. (248) a lO'C.
Asimismo, como era 1ôgi co esperar, en todos los casos a 26*C
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se detectaron mayores niveles de aflatoxinas que a 15*C, 
siempre y cuando el resto de las condiciones fueran si mi1 ares 
y vari ara uni camente la temperatura. Debemos tener en cuenta 
que 28 * C se encuentra dentro del margen de 25-30*C que es 
consi derado ôptimo para producciôn de aflatoxinas (3, 56, 59, 
87, 94, 145, 165, 219, 245, 295, 319, 320, 341),
IV.4.g. Vari aci ones a lo largo del peri odo de i ncubaci ôn
Tanto el grado de désarroi 1 o fungico, medido en forma de peso 
de micelio seco, como el nivel de aflatoxinas detectado tanto 
en micelio como en substrato, no siempre van incrementândose 
progresivamente a lo largo del peri odo de i ncubaci ôn, si no 
que sufren una seri e de osci1aciones. Asi, en yogur comercial 
en envase daRado e incubado a 28*C, el peso de micelio seco 
sufre una disminuciôn al 4* dia, lo que sucede a las 
aflatoxinas présentes en micelio en los dias 4£, 8* y 15*, y 
en substrato en el 8 *. En yogur comerci al en envase danado 
incubado a 15 * C di smi nuyen las aflatoxinas en substrato al 
dia 17. En yogur elaborado por nosotros destapado e incubado 
en envase daRado a 28 * C , tanto peso de micelio seco como 
aflatoxinas en micelio y substrato di sminuyen al B* dia.
Este fenômeno observado en la cepa A^garasi_ti_çus 2999 fue 
asi mi smo descrito en Aj_fl_a^(S 3251, con disminuciôn de las 
aflatoxinas en micelio en el dia 1 0 y en substrato en el dia 
B.
Estos procesos de disminuciôn los encontramos relacionados
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con el crecimiento f ûngico y fundamental mente con la
esporulacion que se va produciendo, dando lugar a la
producciôn de nuevas generaci ones de células fungi cas, con la
consi gui ente influencia que esto désarroi1 a sobre la
producciôn de aflatoxinas. Se ha descrito que la producciôn 
maxima de aflatoxinas coincide con la esporulaci ôn masiva, y
a su vez con la desapari ci ôn casi total de los glucidos
(288).
Consi deramos que en aquel1 os casos en que no se 11egaron a
apreciar estas osci1aci ones fue porque no se habia alcanzado 
un cierto nivel de crecimiento; si se dejara incubar mâs
tiempo, se producirian esas osci1aciones, tanto en peso
micelio seco como en aflatoxinas detectadas. Si bien se ha
descrito que la apari ci ôn de micelio abondante e incluso
esporulaciôn no garantizan la apari ci ôn de aflatoxinas (207), 
como hemos descrito nosotros en general el hecho de que se
produzca crecimiento miceliar tiene el mismo sent i do que
decir producciôn de aflatoxinas (179, 199, 250). Si bien en
general el nivel de aflatoxinas produci do va paraielo al
desarrol1o miceliar (275), esto no siempre es asi,
produciendose osci1aci ones (229, 241, 319), que dan lugar a
curvas de producciôn de aflatoxinas de tipo monofâsico o
bifâsico (327, 334) dependi endo de las condiciones de
cultivo, medio de que se trate y tamano del inôculo. En 
general, en condiciones ôptimas, se alcanza el mâximo nivel 
de aflatoxinas a los 5-10 dîas, para di smi nuir después.
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Al igual que sucede en los resultados descri tos por nosotros,
la producciôn de aflatoxinas se ini ci a durante el désarroi 1o
miceliar antes de que la esporulaciôn sea évidente (381).
De acuerdo con Moss (241) debemos tener en cuenta que parte 
del micelio puede alcanzar el "status" fi si olôgi co de fase
estacionari a, sintetizando y excretando las micotoxinas, 
mientras que otras partes del mi smo micelio crecen de forma
activa coloni zando substrato fresco.
La disminuciôn de aflatoxinas sobre un substrato viene
determi nada por el agotamiento de los nutri entes y la
subsi gui ente uti1 i zaci ôn de las aflatoxinas por el hongo
(148). Estos autores postulan que dicha degradaciôn también
tendria lugar en el micelio joven, lo que ocurre es que en 
este caso la sintesis es muy superior a la degradaciôn: 
cuando el micelio envejece, la sintesis disminuye y la
degradaciôn se increments, habiendo una reducciôn de los 
niveles de aflatoxinas.
Para Ciegler y Lillehoj (72) un proceso de lisis miceliar
seguido de degradaciôn extramiceliar podria ser responsable
del declive en los niveles de aflatoxinas.
IV.4.h. Porcentaje de aflatoxinas B:G produci das
Aunque résulta dificil generalizar, debido a la di versi dad de 
exper1enci as reali zadas, se puede decir que a 28*C, tanto en 
micelio como en substrato, y tanto en yogur comercial como en
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elaborado por nosotros, la proporci 6n B:G se encuentra
proxi ma a 1 :1 .
En cambio, a 15 * C se produjo una mayor alternanci a de 
resultados, siendo en la mayor parte de los casos favorable a 
G.
Esto se muestra de acuerdo con lo descrito por distintos
autores sobre di versos substratos y en distintas cepas en el 
senti do de que con el incremento de temperatura aumenta la 
proporci on de af1atoxi na B con respecto a G (57, 72, 93,
129, 134, 203, 256, 320). Es decir, la aflatoxina B prédomina
a elevadas temperaturas y la G a bajas.
Se ha descrito asi mi smo una posible i nf1uenci a del pH, en el 
senti do de que un pH aci do como el del yogur favoreceria la 
sintesis de af1atoxina B sobre la G (47); esto explicaria por 
que el predominio de af1atoxina G no es excesi vo, a 
diferenci a de lo descrito por ciertos autores en otros 
substratos (154, 255).
I V.4.i. Distribucion de aflatoxinas en mi celio/substrato
En primer lugar debemos seRalar que consideramos como mâs 
representativa la forma de indicar 1 os resultados en forma de 
micelio total/50g substrato, que refleja mejor las distintas 
osci1 aci ones que va sufri endo la producciôn de aflatoxinas. 
Cuando el resultado se express gramo a gramo, los valores son
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siempre muy superiores en el mi celio, como ya expresaron 
otros autores sobre distintos substrates (136, 198, 408). En 
cambio, cuando, al Igual que hace Bui 1erman (56), el 
resultado se express en jjg/50ml medio y en pg/micel io total , 
distintas alternanci as son apreci adas.
Tanto a 28 como a 15®C 1 os valores se mostraron proximos a 
1 :1 a Io largo del peri odo de incubacién, aun cuando a 15*C, 
al principle del desarrollo, se encontraron cl aras 
inclinaciones hacia el mi celi o o hacia el substrate, 
dependiendo de la experi enci a que se tratara.
En princi pi o séria loçico pensar que cuando 1 as a-flatoxinas 
son detectadas por primera ver, debian aparecer 
-f undamental mente en el micelio (179), pero en nuestras 
experienci as este no sucede asi en todos 1 os cases; por 
ejemplo, en yogur comercial y en elaborado por nosotros 
incubados a 15 "C, -f ueron detectados val ores mucho mas 
elevados de a-flatoxinas en substrate que en micelio en el 
1 ni Cl o de la producciôn de a-flatoxinas. Ya Shi h y Marth (336) 
descri bi er on que al -final de la i ncubaci on se détecta mayor 
porcentaje de a-f 1 atoxinas en el micelio con respecte al 
substrate.
A partir de 1 os resultados obteni dos por nosotros no podemos 
deducir concl usi ones sobre la i n-f 1 uenci a que la temper atur a 
podria tener sobre el reparte de a-flatoxinas en 
mi cel 1 o/substrato, si bien en la literature se han descnto 
ideas contradictorias. Asî, por una parte se ha descri te que
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el incréments de la temper atur a -favorece el acûmulo de 
a-f 1 atox i nas en el micelio (203), mi entras que por otra se 
afirma que este incremento de temperature favorece la 
di f usi 6 n de a-flatoxinas desde el micelio (Schroeder y 
Ashworth citado en 333).
IV.4.J. In-f 1 uenci a de la cepa a-f 1 atoxi coge'ni ca
Se e-fectuaron estudios con la cepa A^ _f l_a^s 3251 para 
comprobar que 1 os resultados obteni dos con la 2999 no se 
limitaban a una caracteristlca individual, si no que era 
comparti da por el resto de cepas a-f 1 atoxi cogéni cas.
En cuanto al crecimiento miceliar, aun que se inicia de -forma 
conjunta en ambas cepas, i ni ci al mente es mas rapide en la 
2999, para poster i ormente estabi1izarse y adquirir val ores 
si mil ares en ambas.
En cambio, el nivel de a-flatoxinas tanto en micelio como en 
substrate, présenta val ores comparables en el 5* dia, a 
partir del cual la cepa 2999 continua aumentando la
producciôn mientras que en la 3251 se estabi11za e incluse 
disminuye el nivel de a-flatoxinas detectado.
IV.4.k. Inf1uenci a del tamano del inocule
El peso de micelio seco se incrementa con el tamano del
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inôculo. No sucede lo mi smo con el nivel de af1atox inas 
detectado en micelio y substrato, en que se mostro una cl ara 
disminuciôn en el tamaMo de inéculo mayor, el de 4 x 10^.
Estos resultados se muestran parcial mente de acuerdo con lo 
descri to por ci ertos autores en el senti do de que 
suspensi ones débiles de esporas son mas favorables a la 
tox i cogénesis que las suspensi ones densas (75, 362, Yousef y 
Marth citado en 369). Esto es explicado por Sharma et al. 
(327) en el senti do de que una disminuciôn del tamaRo del 
inôculo se traduce en un incremento en la duraciôn de 1 a fase 
1 ogaritmica de crecimiento, y por consiguiente en un 
incremento graduai de la producciôn de aflatoxinas. A pesar 
de esto, llega un momento del peri odo de incubaciôn en que el 
nivel residual de af1 atoxinas es similar en todos 1 os tamanos 
de inôculo investigados, lo que indica que la mayor 
producciôn de tox i na por parte de alguno de el1 os, va después 
acompanado por una degradaci 6 n mas répi da.
En cambio, para Burz ynska (63) la cantidad de af1atox i na 
producida es relativamente i ndependi ente del numéro de 
conidios i noculados.
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IV.5 INFLUENCIA DEL PRDCESD DE ELABORACIDN DEL YOGUR SOBRE LA 
AFLATOXINA
A I a vista de 1 os resultados descri tos se puede conclui r que 
la af1 atoxina es estable durante el proceso de
elaboraci on del yogur, asi como durante su posterior 
almacenamiento en refrigeracion.
Las pequenas osci1aci ones apreci adas son achacables a la 
tecnica analiti ca empleada. El unico resultado que puede ser 
considerado fuera de lo normal es el obtenido tras 7h de 
i ncubaci on a 45"C, en que se recuperô un 120% de af1atoxina
Estos resultados se muestran de acuerdo con la hipotesis de 
que el procesaoo del yogur no afecta a su conteni do en 
af1atox i na (346, 351, 377).
Van Egmond et al. (379) describieron un ligero
enri quecimiento en del yogur con respecto a la leche
original, que imputaron a una recuperaciôn mas compléta por 
parte de la técnica analitica uti1izada. Asimismo, descri ben 
la estabi11dad durante el almacenami ento a lo largo de 7 dias 
a 7"C.
Wiseman y Marth (399) describieron la estabi1i dad de M^  
durante el almacenamiento del yogur hasta 6 semanas, con 
Il géras osci1aci ones, que fueron atribuidas a que el pH puede 
afectar a la estructura proteica y por tanto posiblemente
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i nf1uenci e la capacidad del cl oroformo para extraer de la 
caseina. En estas experiencias no se descri Pi ô el ligero 
enri queci miento del yogur con respecto a la leche original, 
como habian indicado Van Egmond et al. (379).
Fremy y Chu (119) también indicaron esta estabi1i dad durante 
el proceso de elaboraci on del yogur.
Esta misma estabi1i dad se ha descri to durante la elaboraciôn 
de otros productos 1 acteos fermentados, como el kefir y el 
suero de mantequeria fermentado (10, 399).
Como resultado contradi ctori o con 1 os anteri ores se 
encuentran las experi enci as de Megal1 a y Hafez (231), en que 
durante el proceso de elaboraciôn del yogur descri ben la 
degradaci ôn de hasta 800 ppb de aflatoxina , lo que fue 
determinado por analisi s cromatografico y comprobado por test 
de tox1 ci dad en polios. El autor define este hecho como 
debido a que la acidez es responsable de la transformaci ôn de 
B^  a £‘2ol un proceso no enzimâtico. No en con tram,os
expli caci ôn a este fenômeno apreci ado en la estabi1 1dad de la
afl atoxi na B^ en rel aci ôn a lo descnto para la , por
cuanto si B-, se transforma en 8 2 ,^, igual mente deberia ser
tr ansf ormiôda en
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IV. 6 . PRODUCCION DE AFLATOXINAS EN QUESO MADURADO
IV.6 .a. Proceso de elaboraci ôn del queso Madurado
La denominaciôn dada por nosotros de queso Madurado hace 
referenci a al tipo de queso que hasta hace poco tiempo era 
conocido en nuestro pais como queso tipo Manchego, es decir, 
quesos si mi 1 ares en su proceso de elaboraciôn y maduraciôn 
pero que por une u otra razôn no eran propiamente Manchegos. 
Esta denominaciôn se encuentra prohibida en la actuali dad, 
por cuanto el queso Manchego se encuentra protegi do por la 
Ley de Denomi naci ôn de Origen segun Orden de 21 de Diciembre 
de 1984 aparecida en el Boletin Of i ci al del Estado numéro 5 
de 5 de Enerp de 1985.
Segun esta ley (35), en su articulo 2^, queda prohibida en 
otros quesos o productos 1 acteos, la uti1 izaci ôn de nombres, 
marcas, termines, expresi ones y signos que por su si mi 1 i tud 
fonética o grâfica con el nombre Manchego puedan inducir a 
confusion, aûn en el caso de que vayan precedi dos por 1 os 
termines "tipo", "gusto", "estilo", "elaborado en", "madurado 
en", u otros analogos.
En su articulo 4» indica la zona de producciôn de leche apta 
para la elaboraciôn del queso Manchego, y que esta 
constituida por distintos términos Municipales de la Région 
de La Mancha, hasta un total de 321 termines, especi f i cando 
en el articule 5 & que la leche sera exclusi vamente de oveja
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de raza Manchega.
La leche utilizaaa por nosotros no procedia de La Mancha. y 
como ya indicamos en el apartado correspond!ente, era una 
leche de mezcla de oveja, cabra y vaca.
En su articulo 8 & especifica la zona de elaboraciôn y 
maduraciôn de este producto, que coïncide con la zona de 
producciôn de leche y algunos términos municipales 
col 1ndantes (otros 75).
En nuestras experi encias, el queso fue elaborado y madurado 
en nuestro propio 1 aboratorio para poder controlar mejor las 
distintas variables que podrian i nf1 ui r en la producciôn de 
af1 atoxinas.
En el Articulo 10* indica el proceso de elaboraci ôn seguido, 
que en esencia es el mismo que seguimos nosotros, y que ha 
SI do descnto dentro del capitulo correspond! ente de Material 
y Metodos.
Los objet! vos que per si gue esta Ley de Denom.i naci ôn de Origen 
del queso Manchego son fundamental mente (108);
- Defensa y viçilancia de 1 a denominaciôn de origen, 
asi como el fomente y control de la cali dad de la leche y de 
1 os quesos.
- Definiciôn de la zona de producciôn, elaboraciôn y 
maduraci ôn.
- Fomento de 1 a mejora de las explotaciones ganaderas.
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Respecto al proceso de elaboraci 6 n , i ndi caremos que junto a 
1 os quesos que serian uti1 izados en nuestras experiencias, se 
procediô a la elaboraciôn de quesos Control dentro de cada 
1 Ote; estos quesos, una ver cumplido su périodo de 
maduraciôn, presentaban las caracteristicas organolépticas 
tipi cas del queso Madurado. Por otra parte, indicar que 1 os 
quesos no parafinados presentaban al final del madurado un 
aspecto mas seco, mas duro, que 1 os paraf i nados.
IV.6 .b. Distribucion de esporas fungicas en suero y cuajada
Dentro de 1 os resultados obteni dos en la distribucion de 
esporas présentes en leche original cuando con esta se 
élabora queso, sorprenden 1 as elevadas pérdidas con respecto 
a las esporas incorporadas a la leche, del 34% en uno de 1 os 
1 Otes elaborados, y que llegan al 72% en el otro. Parece poco
probable atribuir estas pérdidas a la destrucci ôn de 1 as
esporas, y qui ré es mas aconsejado pensar en un proceso de
agregaci ôn de las mismas, de forma que 3 ô 4 esporas dan 
lugar a una uni ca col onia, y por tanto sean consideradas como 
una uni ca uni dad formadora de coloni as en el método de 
recuento por diluciôn empleado por nosotros.
No disponemos de datos de otros autores que hayan efectuado
estudios simi1 ares en otros tipos de quesos; uni camente
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tenemos referenciss de 1 o que ocurre con bacteri as i nclui das 
dentro del género Staphylococcus . En estudios efectuados en 
queso tipo Manchego (131) acerca de la distribucion de
celui as de Staphyloçoceus aureus durante su proceso de
elaboraciôn, se descri bi ô una presenci a de estas celui as en 
suero en val ores muy variables, entre el 5 y el 50 % del
total segun la cepa estudiada. Read y Bradshaw (290)
observaron que en la cuajada se recuperaban el 92% de 1 os 
estafi1ococos anadi dos. Estos datos, sin embargo,
consideramos no son extrapolables a lo que sucede en nuestras 
experienci as con las esporas -fungi cas, por cuanto debemos
tener en cuenta que en 1 as bacteri as no suele ocurrir ese
-f enômeno de agregaci ôn comun en 1 as esporas. Ademas, debido a 
su mayor capacidad de division, las células bacteri anas estan 
multiplicândose durante el proceso de elaboraciôn del queso.
IV. 6 . c. Producciôn experimental de a-flatoxinas en queso 
Maourado
Sobre queso Madurado entero, durante su période normal de 
madurado a 15 * C, unicamente se detectô producciôn de 
a-flatoxinas en queso no par a-f i nado y que habia si do salado en 
sal fTiuera ester 1 1 con objeto de reducir lo mâs posible la 
presenci a de hongos contaminantes pertenecientes al Género 
(Q3 y 04 ) . Los nivel es de a-flatoxinas detectados
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son muy bajos (0.4 a 0.7 jjg de af 1 atoxina total / g de
queso), y estan circunscrltos a la capa mas externa.
También se detectaron aflatoxinas en un queso limpiado y
parafinado no salado en sal muera estéril, pero que fue
manteni do uni camente durante 30 dias en maduraciôn, peri odo 
al cabo del cual se llevo a cabo la toma de muestras. El
nivel de af 1 atoxinas detectado fue de 0.005 a 0.01 jjg/g.
Cuando el queso es almacenado a temperaturas mas altas (26*cL
favorables al désarroi 1o de Aspergillus parasiticus ,
1 os niveles de af1 atox i nas produci das son superi ores, 
profundi zando hasta una segunda capa de 1 0 mm, con el
consiguiente peligro que esto podria conllevar para el
consumi dor, que aun eliminando una gruesa capa de corteza se 
ver 1 a expuesto al consumo de estas toxinas. En la capa
superficial se consiguen niveles de 1.13 a 4.13 fjg/g de
af 1 ato>: i na total, y en la segunda capa de 10 mm de 0.0068 a
0.03 y.ig/g. Si gui endo las ref 1 ex i ones de Lie y Marth (198),
que indican que 1 0 ^g es la dosis cancerigena diaria,
bastaria un consumo de poco mas de 2 g de 1 a capa superficial 
para alcanzar ese nivel, mi entras que en la segunda capa de 
10 mm se preci sari a un consumo superior a 300 g.
Sobre porci ones de queso el désarroi 1o fungico es mas 
intensD, al igual que es mayor la cantidad de aflatoxinas que 
prof undiz a, lo que da idea de 1 as precauci ones que debe tomar 
el consumidor sobre el almacenamiento del queso una vez que 
éste ha si do cortado. Los val ores maximos detectados a 28'C
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fueron:
•13 dias.- 131.9 pg/g aflatoxina total
•20 dias.- 136.G ^g/g af1atoxi na total (sumando 1 os 
val ores de 1 as porciones T7-A y T7-B).
A 15 * C 1 os val ores mâximos obteni dos fueron 0.0119 a 0.211 
pg/g.
En cuanto al queso triturado, a 2B*C se obtuvieron 86.9 <B
dlas) y 158.28 (11 dfas) pg/g.
En pasta de queso, a 28 * C valor max i mo de 4.37 pg/g en
substrato y 9.8 en micelio. A 15*C, valor max i mo de 0.28 en
substrato y 2.61 en micelio.
A 10 * C , si bien se produce crecimiento visible de 
Ai.eerasi_ti.çus , no da lugar a la producciôn de af latoxinas.
En la Tabla IV.1 se puede apreci ar un listado de 1 os quesos 
sobre 1 os que ha si do descrita la producciôn experimental de 
aflatoxinas, indicando las condici ones en que el estudio fue 
llevado a cabo, 1 os autores, y el nivel max i mo de toxinas
detectado, que podemos comparer con 1 os resultados obtenidos 
por nosotros. Existe una gran variaciôn entre 1 os datos 
ofrecidos, dependiendo fundamentalmente del tipo de queso, 
condi Cl ones de temperature a que se efectuô el estudio, dias 
de 1ncubaci ôn y cepa i noculada.
Los mayores niveles de af1atox i nas detectados por nosotros se
Tabla IV.1 .- Producciôn experimental de aflatoxinas sobre distintos tipos
de queso
Tipo de 
queso
Caracteristicas 
de incubaciôn
Contenido 
mâximo 
afl.total 
en pg/g
Profundizaciôn
aflatoxinas Autores
Cheddar
Superficie cortada 
T* ambiante 
Elevada humedad 
1 y 7 semanas
31.2 12.8 an Lie y Marth, 1967
Sin especificar No esterilizado 0.05 - WiIdman et al., 1967
Tilsit
Porciones 
30-C 
6 dias
0.8 10 mm Frank. 1968
Romanian Entero - - Mi haï et al., 1970
Tilsit
Emmental
20-30 *C 
20 dias
0.4 - Rôlhenbuhier y Bachmann, 
1970
Tilsit
Porciones 
16-30 *C 
HR
10 12 wr Kiermeier y Groll, 1970
Cheddar
Porciones 
2S-C 
12 dias
0.013 Oldham et al., 1971
Brick
Porciones 
12.8-23.9 'C 
1-14 sémanés
0.1875 40 ant Shih y Marth, 1972
Manchego
Pasta
3C'C 
12 dias
0.515 - Sani et al., 1573
TiIsit 
Emmental
2S°C 
98: HR - -
Kiermeier y Rianpf, 1975
Boursin Entero 26
Camembert Pprciôn sin corteza 5.2
Coulonmers 39
Ouesc de cabra " 331
Pont L'e»eoue 
Bonbel Entero
0.65
39
- Jacquet y Tantaoui-Ela'afc 
1976
Gouda - 97.5
Pyrénées - 45.5
Emmental “ 107.25
\acne ou- r?: 42
Tabla IV.1 .- (Continuée i 6n)
Tipo de 
Queso
Caracteristicas 
de incubaciôn
Contenido 
mâximo 
afl .total 
en pg/g
Profundizaciôn
aflatoxinas Autores
Cottage 25'C 12 dias 0.4 - Burzynska, 1977
Swi ss
Mozzarella
Porciones 
25'C 
14 dias
0.05 - Lieu y Bullerman, 1977
Provolone
Entero 
20'C 
3-40 dias
0.0446 20 mm Kiermeier y Behrinoer,
1977
Tilsit
Entero 
14'C 
HR 95: 
16-52 dias
0.1068 10 mm Kiermeier y Behrinoer,
1977
Tilsit
Rallado 
5'C 
21 dias
0.11 - Kiermeier y Behringer,
1977
Oueso para fundir
25'C 
90t HR 
2-16 dias
0.1215 - Polzhofer, 1977
T1 isn
Porciones 
Esterilizado 
16-27'C 
11-20 dias
2.2 - Engel, 1978
Cottage
Porciones 
15-25 'C 
10-21 dias
28 20 mm
Park y Bullerman, 1983
Cheddar Porciones 318 •
Cheddar Porciones 3-28 dias 800 • - Park y Bullerman, 1983
feta
Porciones 
13-26 "C 
7-25 dias 
aw 0.92-0.94
3.736 24 mm Karaioannoglou, 1984
*e1eme
Porciones 
16-25 ': 
3-7 semanas
9 20 me
.
Zerf i--iois, 1985
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produjeron en porciones de queso; 131.9 y 136.B pg/g, y sobre 
queso triturado: 156.26 pg/g, si endo uno de 1 os mas altos de
1 os descri tos en la literature. Como podemos apreci ar en la
menci onada tabla, se encuentra a 1 os niveles descritos para
1 oc quesos: Queso de cabra (331 pg/g). Gouda (97.5 pg/g) y
Li.tmental (107.25 pg/g), todos el 1 os val ores obteni dos en un 
estudio llevado a cabo por Jacquet y Tantaoui-Elaraki (153), 
si endo el primero un estudio sobre porciones, y 1 os dos 
ultimos sobre queso entero. El nivel max i mo descri to en la 
1i teratura ha si do 600 pg/g en porciones de queso Cheddar 
(256) y 1 os 316 pg/g descri tos en otro estudio por estos
mismos autores (255).
La mayor parte de las distintas experi enci as f ueron
realizadas en porciones de queso y no sobre quesos enteros.
El queso Manchego fue uti1izado como substrato para
producci on de aflatoxinas por Sanz et al. (314), utilizando 
100g de queso desmenuz ado que eran i noculados con 100 ml de 
un cultivo 11 qui do Czapeck donde habia crecido la cepa
af1atox1cogéni ca durante 7 dias a 30'C. Los val ores descri tos 
después de 12 dias a 30'C fueron 0.5 pg aflatoxina total / g,
inferiores a 1 os 4.37 pg/g encontrados por nosotros en pasta
de queso. Debe tenerse en cuenta que durante el p e n odo de 
incubaciôn del medio Czapeck 1legarian a produci rse 
aflatoxinas, que por tanto nos alterarian 1 os resultados 
obteni dos sobre el queso Manchego, que séria inoculado con 
aflatoxinas junto con la cepa toxicogénica.
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A pesar de que para clertos autores (275) la producciôn de 
aflatoxinas va paraiela al désarroi 1o miceliar, hay quesos en 
que si bien se describe un abundante crecimiento de la cepa 
af1atoxicogénica empleada, posteri ormente no se detectaron 
aflatoxinas, como sucediô en 1 os quesos Mimolette, Roblochon, 
Edam y Boursin au Roivre (153). No se encuentra explicaciôn 
Clara a este hecho, aunque en el caso del Boursin au Poivre 
se especula con el posible efecto inhibidor de la sintesis de 
aflatoxinas que puede tener la pi mi enta.
La producciôn de aflatoxina M^  en queso ha sido descrita por 
muy pocos autores (174, 175, 275), pero consi deramos que se 
debe mas a una fal ta de interés en su detecci ôn, o dificultad 
de la misma por la apariciôn de sustanci as interferentes en 
la cromatoplaca, que a una ausencia real de dicha af1atox i na.
Si bien en un principio se pensô que la af1atox i na M^
unicamente procedia de la metaboii z ac i ôn que el ganado
lechero ef ectuaba de la tox i na B^, pronto se estabieci ô la 
capacidad que algunas cepas de A.f1avus y A.parasiticus 
tienen para sintetirar af1atoxina (146, 152, 251, 282,
295) .
Por tanto, y estabieciendo diferenciaciôn en cuanto a la 
temperature de incubaciôn, podemos decir:
A 26 * C 1 os mayores niveles de aflatoxinas fueron detectados
en queso triturado, seguido del habi do en porciones de queso,
y ambas superiores a la producciôn en pasta de queso. La
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menor producciôn fue detectada sobre queso entero, lo que 
habia de la i mportanci a de 1 a corteza como factor de freno 
ante 1 as invasiones fungi cas.
A 15 * C la producci on fue muy similar en porci ones, pasta y 
queso entero, lo que indica que en este caso el factor 
limitante es la temperatura, mas importante que el substrato 
(i nclui da la acciôn de la corteza). Es curioso remarcar que a 
15 " C no pudo ser detectada producciôn de aflatoxinas en queso 
triturado, como consecuenci a del crecimiento competi ti vo con
hongos del Género Peni c i 11i um .
En ninguno de estos substratos se detectô producciôn a 10*C, 
aun cuando en la pasta de queso el crecimiento fue évidente.
Si bien se ha descri to que substratos con amplia superficie y 
elevado grado de nutri entes y humedad son potenci al mente 
buenos para la producciôn de aflatoxinas (394), en el caso de 
1 os quesos debemos contar con su corteza, que actûa como 
freno de las invasiones fungi cas (11, 113, 153, 167, 194, 
363). Esto aun cuando tengan un alto conteni do en humedad
interna. La corteza no deja penetrar el micelio fungico al 
interior. En experi enci as llevadas a cabo por Jacquet y 
Tantaoui—Elarak1 (153), no se detectaron aflatoxinas cuando 
el hongo creciô sobre quesos enteros, y si cuando lo hacia 
sobre porciones internas de 1 os mi smos. Tantaoui-Elaraki y
Khabbaz i (363) descri ben que la parte central del queso es 
poco favorable al creci mento el primer dfa de f abri caci ôn, 
permi ti endo un buen crecimiento si el queso es de mas edad:
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por contra, la parte superficial, que en el primer dia no se 
distingue del resto del queso, se transforma en mes 
refractaria con el paso del tiempo.
De 1 os resultados obtenidos por nosotros résulta bien 
évidente, como era lôgico pensar, que el almacenami ento en 
refrigeraci 6n previene la producciôn de aflatoxinas en queso. 
La menor temperatura de producciôn de aflatoxinas en quesos 
ha sido descrita en Queso Brick: 12.B'C (330), Queso Feta:
13 * C (167) y Queso Tilsit: 14*C (175). En otros intentos de 
distintos autores sobre diferentes tipos de quesos no se ha 
encontrado producciôn por debajo de 15' C, aun cuando en 
algunos casos haya podido aparecer crecimiento (104, 200, 
250, 255, 256, 299, 408).
Como cuestiôn aparté, y excepci on a lo anteri ormente
indicado, debemos senalar 2 experi enci as: La primera es la 
efectuada por Kiermeier y Groll (179), que uti1i zando queso 
Ti1 SIt como substrato, no encuentran producciôn a 16*C con 
ûitiêyys y a .parasiticus y si a IB • C. En esta misma
e>:peri enci a, se describe la producci ôn de aflatoxinas a 5, 10 
y 15 * C por una cepa de Pénicillium puberplum. si bien la 
capacioad af1atoxicogénica de esta especi e no se ha
confirmado posteri ormente. En el principio de las 
i nvesti gaci ones sobre cepas af1atoxicogénicas, se descri bi ô 
la capacidad de producciôn de aflatoxinas por distintas 
especi es fungi cas: Hodges et al. (144) describieron
producciôn de B^ , Bg, y Gg por Pénicillium puberul um .
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Kul i k y Holaday (190) incluyeron como cepas productoras de B,, 
a distintos miemOros del Género Aspergi 11 us ( A^ _ni_ger . 
6:.ruber , Aj.wentli ) y Pénicillium ( _E:J/*riable ,
F\_çi_trinum y P. f requentans ). Scott et al. (316) incluyeron
como cepa aflatoxi cogéni ca a A.ostianus , perteneciente al 
grupo A.oc hr ac eu s . Basappa et al. (23) ci taron el A^or^rae.
Final mente. Van Walbeek et al. (382) incluyeron 2 especi es 
de Asgergillys : A^oçhraçeus y Aj.fl.ayus , y A especi es de
Pénicillium ; PiÇitrinym , PiEuberulym , P^freguentans y 
Pj.yariable . También ci tan producciôn por una especie del
Género Rhiz opus .
A pesar de estas dudas iniciales, desde hace anos quedô 
estabieci do que las uni cas cepas productoras de aflatoxinas
se encontraban dentro de Asperqi11 us f1avus y
Ai.EèrasLtiçus (142).
La segunda experiencia a la que nos referimos es la de 
Kiermeier y Behringer (174) que descri ben producciôn por 
AiBtLasitiçus a 5'C.
En ambos casos considérâmes que la posibilidad de apariciôn 
de sustanci as interferentes con el mismo Rf que las 
aflatoxinas y G^  no debe ser descartada, por cuanto son
1 os uni COS resultados positives descri tos en la 1i teratura a
una temperatura tan baja.
Otro factor que podria incidir negativamente sobre la
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producciôn de aflatoxinas séria el contenido en ClNa, pero es 
a niveles superi ores al 4% cuando ejerceria dicha acciôn 
inhibi tori a (331), que no al can:a al del queso Madurado. Como 
dato i ndi cati vo ci taremos que el queso Manchego debe tener un 
conteni do mâximo en cloruro sôdico del 2.3% (35); incluse 
Kiermeier y Behringer (174) demostraron en queso fresco y 
Camembert que con el incremento en sal, se va incrementando 
el conteni do en aflatoxinas.
Lie y Marth (199) determinaron que el pH ôptimo para 
crecimiento de Aj_flayus en queso Cottage fue de 3.42 a 
5.47, que abarca el pH del queso Madurado: 4.9 a 5.5 (131).
Podemos concluir di ciendo que el queso como substrato, 
const1tui do esenci al mente por caseina y materi a grasa, 
prâcti camente desprovi sto de lactosa, deberia consti tui r un 
buen medio de cultivo y toxicogénesis (157, 363), pudiendo 
considerar adecuados aquellos quesos con bastante tiempo de 
maduraciôn, elevada humedad y 1 os que deben ser 1i berados de 
una flora fungica contaminante espontânea (170). Las 
proteinas y/u otras sustancias encontradas en 1 a caseina son 
adecuadas para mantener la producciôn de aflatoxinas, pero no 
para que esta sea maxima (11, 55).
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IV.b.c. Limpiezâ y paraf:naüo oe 1 os quesos
La mayor parte de 1 os quesos eîaborados por nosotros 
presentar on contami nac i ones fungi cas e>:tranas al hongo 
inoculado, representadas por miembros del Género Penyçy^^iumr 
esta contaminaciôn consioeramos proviens prineipal mente ce la 
salmuera, por cuanto 1 os quesos inmersos en salmuera esteri1 
no presentaron este problème, al menos oe une forma tan 
intense. El papel oe la salmuera en la cpntaminaciôn de 1 os
quesos y a fue sugendo por Zerf i r i dis (40B) . Los Asgergi l_^ ys 
eran reconocioos por sus zonas de esporulaci ôn de color 
amer 1 11 ente , f rente al color ver de tipico oe 1 os PeniçiKi_um 
(57 ) . En al gunos casos (255 ) se han descnto altos niveles de 
producciôn de af1atoxinas sin que h ubier a esporulaciôn, lo 
que supone un claro peiigro debido a la fal ta de color tipicc 
oe 1 os hongos af 1 ato>: i cogéni cos , y que puede alertar de su 
presencia. Consultada la Industria elaboraoora de quesos que 
cclaboro en nuestr os estudios, nos fue m.ani f estaoo que el
problème oel enmohecimiento es muy comûn en este tipo de
quesos, que antes era soluci onado por la apiicaciôn de
pimaricina a la corte:a (hoy c'a proceOimiento prohibioo por 
la 1 egi si aci ôr. ) , y actual mente se tr ata simplemente con la 
linciete periôcica de la parte e>:terne de 1 os quesos con la
ayuca de un pano humedo (J.Li:arral de, comunicaciôn 
personal): este fue el procedimiento seguido por nosotros. y
es también prâctica comûn en otros tipos de queso (173. 175.
23(1, 364), aun due , ref i r i énoonos al problema concrete oe 1 a
EintesiE de af 1 ato>: i nas , como prâctica ai si ada , si no se
acompar.a oe otros pr oced i mi entos (envol tur a en boisa de
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plâsticD O para-f inado) , no es de gran uti 1 i dad, por cuanto 
élimina solo parcial mente 1 as hi f as que hayan penetrado en la 
corteza (173); por otra parte, por el lavado, la capa externa 
se hace mâs adecuada a la di fusi ôn de aflatoxinas hacia el 
interior, y por supuesto no es efectivo una vez que el queso 
es cortado por el consumi dor (230).
Los hongos del Benero Penic111i um constituyen 1 os 
contaminantes habituai es de 1 os distintos tipos de queso, 
tanto durante su madurado como a lo largo de su
almacenamiento en refri geraci ôn (50, 58, 242), y aunque en
menor grado, también es posible la presenci a de Aspergi11 us 
(150, 363). No debemos olvidar que ambos Géneros pueden verse
1nclui dos en determinados casos mâs que como contaminantes, 
como contribuidores al proceso de maduraciôn del queso (1 0 2 ).
La competenci a entre E®0.iE.iIiLy!D V Aspergi 11 us es cl ara, 
El endo Aj_fl_ayus y A.par asitiçus parci al mente inhibi dos
por Eeni.çi.l.l_ium S£j. , y por tanto, reduci da su capacidad de
producciôn de aflatoxinas (394). Esto hace que quesos
madurados por starter fungico se muestren refractarios a la 
invasion por Asgergi^lus y consigui ente producciôn de 
aflatoxinas (247, 363). Asi, no ha podido ser descrita dicha
produce1 ôn en 1 os quesos Camembert y Romadur (179) , en
Roquefort, Camembert y Blue (4C>7) . En queso Brick, Shih y
Marth (330) detectan val ores mucho menores que en Cheddar, 1o 
que atribuyen a la acciôn de algunas 1evaduras y del 
Brevi bacter i um l_inen s en el queso Brick. Con respecto al
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queso Camembert, Kiermeier y Behringer (174) descri ben la 
producciôn de aflatoxinas a 28 * C, aunque sin especi ficar 
detal1 es de la experienci a llevada a cabo, que parece mâs 
bien un estudio sobre la i nf1uencia de distintas 
concentraciones de cloruro sôdico.
Tampoco se debe olvidar la posible acciôn que sobre 1 os 
hongos af1 atox i cogéni cos pueden tener las bacteri as 
encargadas de la fermentaciôn de ciertos quesos; a pesar de 
que en estudios con medios si ntéti cos se ha descri to 
capacidad i nhibi dora de la sintesis de aflatoxinas por
Stregtoçgççus 1 act is y Laçtobaçi.1 l.us çasgi (1 0 1 ), e
i ncluso la capacidad de degradaci ôn de la aflatoxina présente 
por Sj.l_açt ^s (76), parece que en condi ci ones natural es la 
acciôn de estos fermentos lâcticos sobre Asperq111 us
productores de aflatoxinas es minima (363).
Dentro de 1 os estudios de producciôn de aflatoxinas en queso 
tras i noculaci ôn en superficie con micelio y esporas 
conJuntamos las dos posi bi1 i dades ex i stentes: quesos si n
limpiar (06 y QG) y quesos 1 impi ados (D5, Q7 y Q9). Esto se 
complété con estudios sobre i nf1uenci a del parafinado (05. 0 6  
y 07 fueron parafinados, proceso que no se llevô a cabo en OB 
y 09). El paraf1nado se realiza a 1 os 15 dias de maduraciôn, 
deteniéndose en ese momento el désarroi 1o fungico; por tanto, 
en caso de producciôn de aflatoxinas, el hongo sôlo dispone 
de 15 dias para hacerlo. A este respecto, de todos estos 
quesos el unico que présente presenci a de aflatoxinas fue el
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07, similar en su proceso de elaboraciôn seguido al 05,
diferenciândose unicamente en que la toma de muestras tuvo 
lugar a 1 os 30 dias de madurado en Q7 y a 1 os 60 en 05,
pudi endo expli carse este fenômeno por el hecho de que tras la
detenciôn de la producciôn de aflatoxinas con el parafinado, 
vendria su degradaci ôn, que a 1 os 30 dias no da tiempo a 
completarse, mi entras que si puede 1 levarse a cabo en 60 
df as. Esto mismo podria ser vali do para 09, ya que no se 
apreci a crecimiento tras la 1 impie:a del mismo, dando tiempo 
a la posible metaboli:aciôn de las aflatoxinas en 1 os 60 dias 
de madurado.
5e debe tener en cuenta asimismo que por lavado de la cuajada 
puede disminuir la aflatoxina présente en un 2 2 %, con lo
cual durante el proceso de 1 impi ado de 1 os quesos con un pano 
hômedo podriamos ocasionar la eliminaciôn parci al de 1 as 
tox inas.
En 06 y 08 puede considerarse lôgica la no presencia de 
aflatoxinas por tener que soportar crecimiento compétitive, 
mucho mayor en 08, donde no se parafina, 1 legando el 
ESOlSiiliüO a cubrir 1 iteralmente 1 os pequeRos focos de
Asgerg^^l^us tras 1 os 60 dias de madurado. Esto mi smo es lo
que sucede en 01 y 02 (Ouesos parafinados). Este proceso de 
hongos atoxicos creciendo y tapando el désarroi 1o de hongos 
tôxicos ya ha si do senalado anteri ormente en otro tipo de 
quesos (406).
En cambio, en 03 y 04, salados por i nmersi ôn en salmuera 
estéril y no parafinados, se apreci a 1 i géra producciôn de 
aflatoxinas tras 1 os 60 dias de madurado: no se detiene su
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désarroi1 o por paraf i nado, ni sufren crecimiento competiti vo 
intense, si bien al final del madurado (en Qll) aparecen
focos de Peni ci 11lum , que durante la incubaciôn a 2B*C son
superados en intensi dad de crecimiento por el Asperqi1 lus 
i noculado.
La posible degradaci 6 n de 1 as aflatoxinas que parece tener
lugar en Q5, Q7 y 09 ha sido apreci ada por otros autores
sobre distintos tipos de queso. Kiermeier y Behringer (174)
ya advierten que en el queso se ha de contar con una posible 
reducci6 n de las aflatoxinas hasta el nivel cero. Lie y Marth 
(190) en queso Cheddar contami nado con A.f1avus encontraron 
val ores de aflatoxinas superi ores tras 1 semana de incubaciôn 
a 1 os hall ados en la 7* semana, con un descenso que en i ba 
de 14.4 a 1.9 pg/g, y en de 2.9 a 1.9 pg/g; esto sucede en
la capa superficial, mi entras que en 1 a segunda capa de 0.64
cm 1 os val ores si guen aumentando por una mayor difusi ôn de 
las aflatoxinas. Kiermeier y Groll (179) en queso Tilsit 
advierten un aumento de aflatoxinas en 1 os pri meros dias, y 
después una disminuciôn. Shih y Marth (330) en queso Brick a 
12.0 *C detectan aflatoxinas en las semanas 1, 2 y 4, pero no 
en la 14. Kiermeier y Behringer (175) en queso Provol one
también ci tan val ores osci1 antes. Mohran et al. (235) en 
queso para fundir dan una i nf1 exiôn de menor producciôn de 
aflatoxinas en el dia 14. Park y Bullerman (255) en queso 
Cottage detectan mas aflatoxinas a 1 os 10 dias que a 1 os 21. 
Karaioannoglou (167) en queso Feta détecta mâs aflatoxinas a 
1 os 20 dias que a 1 os 25.
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Para expli car estas osci1aci ones y degradaci ones de las 
a-flatoxinas distintos autores han b ara jado diverses 
posibi1 idades, que quiza tengan todas al go de cierto y parte 
de responsabi1 i dad en estos procesos:
- Algunas cepas af1atox i cogéni cas pueden degradar una 
porci 6 n de las aflatoxinas después de produci r1 as como 
consecuenci a de una vigorosa formaci ôn de esporas (199).
- La disminuciôn de aflatoxinas se produce por la 
acciôn de diverses microorganismos que pueden estar présentes 
en el queso (76, 179).
- Desde el punto de vista analiti co, debemos tener en
cuenta 1 as dif i cultades para la extraccion de aflatoxinas en
queso que pueden dar lugar a esas osci1ac i ones, por la
dificultad de su extraccion, su gran contenido en grasa y la
acciôn de 1 os diferentes productos de maduraciôn (170).
- Procesos de degradaci ôn qui mi ca o enzimâtica que 
tienen lugar durante el madurado del queso. En condi ci ones 
opti mas para el hongo, la producciôn de aflatoxinas seria muy 
superior a su degradaci ôn, "tapando" esta (175, 330).
- Cuando el queso es blando (o se encuentra en sus 
primeras fases de maduraciôn) se détecta menor cantidad de 
aflatoxinas por que tiene menor masa seca (184).
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- Los péptidos producidos durante la proteolisis pueden 
ser responsables de la destruccion parcial de las aflatoxinas
(136).
IV.6 .e. Tipo de inoculacion
No hubo di "f erenci a aparente entre la inoculacion con 
suspension de esporas y la efectuada con asa cargada (esporas 
+ (Tiicelio), toda vez que en el interior del queso hubo 
ausenci a de crecimiento en todos 1 os casos.
Cuando se inocula asa cargada en super-f i ci e , debido al 
proceso de -f or mac i on de la corteza, esta va engl obando el
inoculo y el ligero crecimiento habido a partir de él, de 
■forma que cuando se procédé a la limpieza del queso, el 
mlcelio queda como incrustado en la corteza en 1 os puntos de 
inoculacion: esto no se tradujo en crecimiento hacia el
interior o en una mayor produce! on de a-f 1 ato>: i nas.
En cuanto al tamano del inoculo, Burz ynska (63) en estudi os 
sobre Cottage encontre que la cantidad de a-f 1 ato>: 1 nas 
producida fue relativamente independiente del numéro de 
com di os i nocul ados. For el contrario, Tantaoui-El aral.i y
Khabbazi (363) utilizando como medio de culti vo leche entera 
homogeneizada, encuentran que las suspens!ones débiles de
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esporas son mas -favorables a la to>: i cogénesi s que las 
suspensiones Pensas. Esto ha sido comprobado por otros
aurores sobre distintos substratos (75, 369).
IV.6 .-f. Pro-f undizaci 6 n de I as a-f 1 atox mas
En Queso entero uni camente se detecto producciôn de
a-f 1 atox i nas a 15 "C en quesos salados por inmersion en 
s al muera estéri 1 y no para-f inados (Q3 y 04). En este caso 
solo se detectaron 1 as toxinas en la capa externa. La 
pr o-f undi z aci on solo pudo ser apreci ada cuando el queso f ue 
mantenioo 30 dîas a 2B*C, ya -fuera tras 30 dîas de madurado
(Dll) o tras 60 (CIO). En ambos casos solo se detectaron
afi atox m a s  hasta la segunda capa de 10 mm, no pudiendo ser
oetectada en la tercera, con 1o que la profundizacion en
queso haduraoD a través de la corteza seré como max i mo de 2 0
En la produce 1dn sobre una porcifn interna, se hizo el
estud:o de profund:zacion hasta una segunda capa de 5 mm.
Los porcentajes de af1atox i nas encontrados en estas capas
inferiores en relaci ôn a 1 os encontrados en la porcion
superior son 1 os reflejados en la si gui ente tabla:
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B2 Gl G2 «1 Total
Qll 0 .6 8 % 
9. 6 %
0.65%
7.3%
0.59%
5.94%
QIC) 0. 45% 1. 14% 0.78%
T7-B 24. 1% 14. 5% 21.79% 29.06% 19% , 22.9%
En Qll y QIC solo se detecto profundi zaci on de y ,
aunque consideramos que 1o que ocurre es que las otras 
aflatoxinas (&2 , G2 y ) si profundizan, pero no son
detectadas por la técnica de extracei on en niveles tan bajos.
En T7-B son logicos 1 os val ores tan elevados, debido a que la
profundizacion es de 5 mm en relaci on con 1 os 1 0 mm de 1 os
quesos, ademas de no tener el obstaculo que représenta la 
corteza.
En la tabla IV.2 podemos apreci ar 1 os val ores en porcentaje 
de af1atox1na que difunde en relaci on a la obtenida en la 
capa superficial, obtenidos por distintos autores en 
diferentes tipos de queso, y comparar con 1 os encontrados por 
nosotros. En general, 1 os resultados son comparables a Ios 
nuestros, exceptuando 1 os obtenidos por Shih y Marth (330) , 
que dam un alto grado de profundizacion (30—40 mm), con un 
alto porcentaje de aflatoxinas en estas capas profundas: esto 
podria achacarse al hecho de que el queso Brick es un queso
Tabla IV.2 .- Difuaién de aflatoxinas en distintos tipos de queso expresado en 
porcentaje de toxine en la capa profunda en relaciôn con la 
presents en la c^a superficial
« A F L A T O X I N A S
Autores
Tipo d6 Capa 
queso en mm
Cheddar 6 .4  -  12 .8 0 .16  -  6.1 0.06 -  6.1 Lie y Marth, 1967
T i l s i t  5 - 1 0 10 3. 4 Frank, 1968
1 0 - 2 0  I
Brick 2 0 - 3 0  J 
3 0 - 4 0  J
25 .9  -  107.1 47 -  100 
75 -  103.2 59.7 -  104
25.9 100 
50 .8  -  66 .7 59.7 -  72.9
25.9 91.6  
24.3 80.4
Shih y Marth, 1972
2 -  5
Provol one 5 - 1 0  
1 0 - 2 0
T i l s i t  5 -  10
41 .9  -  100 46.6 -  52.9  
12 .5  -  36 .8  37.5 -  58.6  
10.5  19.1
1.14 5.4
Kiermeier y Behringer, 
1977
8 - 1 6  I
Feta
1 6 - 2 4  5
1 .2 -  15.3 1.05 - 2.95  
0 .1 6 -  2 .6  0.22 -  2 .8
0 .93  0.9  
0.1 -  1.49 0.03 - 1.11
Karaioannoglou, 1984
Teleme 1 0 - 2 0  ® 10.1 3.4 -  23 .4  9.88  0.98 Z e r f i r i d i s ,  1985
a . -  12.8°C
b . -  25.9 'C
c . -  13°C
d . -  26°C
e . -  16'C
f . -  25°C
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blandc. 51 exceptuamos este trabajo, el resto de 1 os 
aparecidos en la literature dan un grado de profundizaci on de 
aflatoxinas en queso similar al descri to por nosotros (1 0 - 2 0  
mm); estos trabajos son: Lie y Marth (198) dan una
profundizaci on de 6.4-12.8 mm en Cheddar ; Frank (113) en 
Tilsit encuentra aflatoxinas hasta la capa de 5-10 mm; 
Kiermeier y Grol1 (179) en Tilsit hasta 6-13 mm; Kiermeier y
Behringer (175) en Provolone hasta 10-20 mm, y en Tilsit 
hasta 5-10 mm; Park y Bullerman (255) en queso para fundir 
hasta 10-20 mm; Karai oannoglou (167) en Feta hasta 16-24 mm: 
Zerfiridis (408) en Teleme hasta 10-20 mm,.
Aunque para ciertos autores 1 a aparicion de aflatoxinas en 
capas inferiores seri a discutible de atribuir a la 
penetracion del mi celi o o a la propia difusion de 
aflatoxinas, o a ambos factores a la vez (170), parece mas 
adecuado pensar que el mi celi o, sobre todo en quesos de pasta 
dura, no pénétra hacia el interior (113, 167), por 1o que 
ser1 an 1 as aflatoxinas las que di fundi rian. En esta difusidn 
serf a un factor importante la alcalinizacion superficial por 
f or m,ac i on de carbonato amonico principal mente.
Tam.bien parece claro deducir que el conteni do de aflatoxinas 
en las capas profundas se incrementara con el envejecimiento 
progresivo del cultivo (179), y que en general, la 
concentracion de aflatoxinas sera menor conforme se 
1 ncrementa la di stancia de la superficie (330). ,
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IV.6.g. Producciôn B:G
* En quesos enteros, aquel1 os manteni dos unicamente a
15*C (temperatura de maduraciôn) se produce mucha mas G^  que 
El , y sorprende la elevada proporciôn de Gg, a nivel de B^  
(Q4) e incluso superior (03 y 07).
Cuando 1 os quesos son incubados a 2G*C, si bien se produce 
mas G^  que B^, no alcanza di ferencias tan considerables como 
a 15*C; existe siempre producciôn superior de B^  que de G2 .
* En porci ones internas, queso tri turado y pasta esto
no sucede exactamente asf: En porciones, G^  se mostrô
ligeramente superior a B., en queso comerci al (15 y 2B'C) y en
queso elaborado por nosotros (20 dias a 28*0. En queso 
elaborado por nosotros a 2B*C, en 8 y 11 dias I a G^  fue muy 
superior a la B^. En ningûn caso se detecto mas B2 que B^.
* En queso tri turado a 2B"C la proporciôn fue 1/1.
* En pasta de queso, con excepciôn del substrato (11
dias a 2 8 * 0  en que B /G fue 1/1, la proporciôn f ue muy
superior a G^, no encontrandose en ningun caso mas G2 que B^.
En 1 os estudios 11evados a cabo por otros autores sobre
distintos tipos de queso, cuando emplean uns cepa productora 
de 1 as 4 aflatoxinas principales, suelen encontrar, al igual 
que nosotros, una mayor producciôn de G^  que de B^, en 
oistinto grado segun la temperatura de 1ncubaciôn (104, 167,
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174, 175, 198, 255, 275, 330, 408). Esto se ha visto 
refrendado por 1 os estudi os de Kiermeier (170), que en 
condi ci ones naturales, a partir de quesos comerci ales
Parmesano y Emmental détermina mas que . Ci tar como
excepci 6 n 1 os trabajos de Park y Bullerman (256) en Cheddar, 
que en estudios con una cepa de ^vus , a todas 1 as
temperatures investigadas di o lugar a 2-4 veces mas que G^
Se ha demostrado que el grado de producciôn de cada 
a-f 1 atox ina es dependiente, ademas de la cepa, de la
temper atura, pudiendo a-f irmar que en general la af 1 atox i na B 
tiende a predominar a altas temperatures, mi entras que es la 
af1atox i na G la que prédomina a bajas temperatures (72).
Un hecho descri to en muy pocas ocasiones en la literature es 
el observado por nosotros en 1 os quesos Q3 y Q7, en el 
senti do de una mayor producciôn de G2 que de B^; se ha
descrito para ci ertas condi ci ones de i ncubaci ôn en quesos 
Brick (330) y Teleme (408).
Kiermeier y Behringer (175) descri ben en queso Provol one la 
alta producciôn de , a nivel superior a &2 » e incluso en
ocasiones a 6 2 .
La distribuciôn de aflatoxinas en mi celi 0 /substrato solo se
pudo determinar en pasta de queso, uni co substrato sobre el
que la separaciôn de ambos fue llevada a cabo. A 28"C, 
unicamente la G^  es superior en mi celi o que en substrato; 
para el resto de 1 as aflatoxinas sucede al rêvés, pero el
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hecho de que laG^ ses la mâs abundante con diferencia, hace 
inclinar a favor del mi celio el valor de 1 as aflatoxinas 
totales.
A 15 "C la producciôn de cada una de las aflatoxinas es 
superior en mi celio que en substrato.
Nuestros resultados se muestran de acuerdo con la afirmaciôn 
de Kiermeier y Grol1 (179), en el sent i do de que en 1 os
pri meros dias de i ncubaci ôn hay mayor porcentaje de 
aflatoxinas en el mi celi o, cambi ando después la relaciôn en 
favor del substrato. Por contra, experienci as efectuadas en 
queso Cheddar (198) y Teleme (408) muestran que la 
concentraciôn de aflatoxinas en mi celi o fue sustanci al mente 
superior que en el queso.
IV. 6 . h. Pi gmentaci ôn aman 11 enta del substrato
En todos 1 os substratos estudiados (queso entero, porci ones, 
tri tur ado y pasta) se apreci o una pi gmentaci ôn am.er i 11 enta 
del substrato sobre el que crecia el Asperqi11 us .parasitieus 
que va paraiela a la producciôn de aflatoxinas por parte del 
hongo. A mayor producciôn de aflatoxinas se apreci ô una mayor 
1ntensi dad de pigmentaciôn.
Esta pi gmentaci ôn amari11 enta paraiela a la producciôn de 
aflatoxinas ha sido observaoa por otros autores en quesos
— 4X3 “
Feta (167) y Tel eiTie (408), prof undi rando unos 10-20 mm hacia 
el interior del queso. Consideramos que ëste es un factor mas 
que nada dependiente de la cepa af1 atox i cogéni ca empleada, y 
que si no habia sido descri ta anteriormente por otros autores 
no se debe a la ausencia de 1 a menci onada pigmentaciôn, si no 
a la fal ta de producciôn de la misma por las cepas 
estudi adas, o a la f al ta de observaci 6 n de 1 a mi sm,a, por 
consi derar1 a carente de importancia, y no digna de ser 
citada.
Di ferentes autores han comprobado sobre distintos medios de 
cultiva la apariciôn de esta pi gmentaci ôn amari11 enta
par alela a la producciôn de aflatoxinas, ya sea sobre medios 
naturales (15, 72, 138, 221, 337) o sintéticos (75). La 
1ntensidad de esta pi gmentaci ôn amarilia se ha relaci onado 
con la concentraciôn de aflatoxinas producidas (221, 319).
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IV.7. AFLATOXINAS DURANTE EL PR0CE5AD0 DEL OUESO MADURADO
IV.7.ê. Contami naci on de la leche con ef 1 ato>; i nas
Dicha contaminacion se llevo a cabo de forma artificial por 
la incorporac1 6 n a la leche de una soluciôn de bi carbonato 
sôdico al 17. donde se encontraban 1 as aflatoxinas. Se efectuô 
de esta manera para consegui r la i nmedi ata distribuciôn
homogénea de 1 as aflatoxinas en toda la leche. Si se
reali z ara la contaminaciôn con aflatoxinas en cloroformo, 
este no se distribuiria en la leche, y al tratarse de un 
recipiente con 17.5 L, procéder a la eliminaciôn de la 
total 1dad del cloroformo seria un proceso largo y di fici 1 de
realizar. Es por esto que preferimos 11evar a cabo la
contaiTiinaci ôn con la soluciôn de bicarbonate.
IV.7.b. Parafinado de 1 os quesos
Se procediô al paraf i nado de 1 os quesos a 1 os 15 Oias de su
madurado con objeto de eliminar la posibilidad de
contaminaciôn de la corteza por distintas cepas de
ÛSEeESLlLk'i y sobre todo de Pénicillium , que podrian
1 1 evar a cabo una cierta detoxificaciôn de 1 as aflatoxinas. 
En efecto, se ha descrito que algunos hongos pueden
transf orir.ar parci al mente las aflatoxinas a nuevos compuestos.
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Esto seria un proceso no especifico, atribuido a hongos 
productores de acidez (72, 129).
IV. 7. c. In-fluencia de las aflatoxinas sobre la poblaciôn 
bacteri ana de la leche y el cultivo i ni ci ador
En 1 os recuentos efectuados, con respecto a las bacteri as 
présentes en leche + cuajo, en el queso contami nado con 
aflatoxinas se produce una pérdida del 6 8 .7% de bacteri as, 
mi entras que en el queso control esta séria ilni camente del 
40.45%; Esta diferencia séria aun mayor si tenemos en cuenta 
que durante el tiempo de reposo en que se mantiene la leche 
contami nada, se produc i ra una multi pli caci ôn bacteri ana, que 
no se dara en la leche control por no dar tiempo a que esta
se désarroi 1e al no mantener ese période de reposo.
Por tanto, si bien durante el proceso de elaboraci ôn del 
queso tiene lugar una pérdida de bacter i as, esta es superior
cuando la leche se encuentra contaminada con aflatoxinas, por
la acciôn toxica que estas podrian désarroi 1 ar.
La baja recuperaciôn de bacterias en cuajada elaborada a 
partir de leche contami nada puede deberse por una parte a la 
acidif1caci ôn por el reposo, que puede desviar 1 as bacteri as 
fundamental mente hacia el suero, y por otra, a que en la 
cuajada se produce una mayor concentraci6 n de aflatoxinas, y 
por tanto, causarfan mayor acciôn tôxica.
Se ha descrito que las aflatoxinas pueden influir las 
caracteristi cas morfolôgi cas y fi si olôgi cas de bacteri as
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acido-1acticas (226, 234, 359). Para ciertos autores, algunas 
de estas bacteri as, como £iL«E.îi.S V otros estreptococos, 
quedarlan libres de dicha accion toxica (76, 235), mi entras 
que SI ser fan a-f ectados miembros del Genero Lactobaci 11 us 
(235, 359). Parece ser que la acti vidad antibiotica de las
a-f 1 atox i nas es -f unci on del pH del medio, siendo maxima a pH 6 
(38) .
1V. 7. d. In-f 1 uenci a del proceso de el aboraci on del queso 
Madurado sobre las a-f latoxinas
Debemos establecer comparaci on entre 1 os resultados obtenidos 
para los 2 lotes elaborados.
Con respecto a la distribuciôn de a-f 1 atox i nas en 
suero/cuajada, en el lote 1 , como consecuenci a del 
manteni miento de 30 minutos de reposo, con la consi guiente 
aci di-f i cac 1 on (pH pasa de 6.3 a 6.1 en este tiempo), se 
observa para a-f 1 atoxina B y M^  una rr.ayor concentraci6 n en la 
cuajada en relaciôn a 1o que sucede en el lote 2 , muy elevada 
para af latoxina B y ir.as 11 géra para M^  . Esto indica que, como 
consecuenci a de una mayor acidificaciôn, 1 as aflatoxinas
quedan mâs retenidas en 1 as mi celas caseini cas de la cuajada. 
y son disueltas en menor medida en el suero. Esto no sucede 
asi para la af1atox i na G, donde se obtuvi eron resultados 
contrarios a los de B y M^.
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En conjunto nuestros resultados muestran una mayor proporcion 
de aflatoxinas en suero que en cuajada, para los dos lotes y
para todas las aflatoxinas estudi adas; ahora bien, en
relaciôn proporcional al peso, mayor cantidad de aflatoxinas 
fueron detectadas en cuajada.
A 1o largo de los estudios efectuados en los ultimos anos por 
diversos autores, la forma de contaminaciôn indirecta de
productos lacteos en general, y queso en particular, solo ha
sido 1 nvestigada para por representar la principal forma
de el 1 mi naci on de aflatoxinas en la leche (363). Nosotros 
campletamos nuestros estudios con las A aflatoxinas
principales, B., , Bg, y Gg, basandonos en la posibilioad de
utilicaciôn de leche concentrada contaminada para enriquecer 
la leche a partir de la cual se elaborarîa el queso. Esto 
hace que carezcamos de dates de otros autores en cuanto a 
distribuciôn de aflatoxinas B y G en suero/cuajada, debiendo 
1 1 mitarse nuestra discusiôn a 1 os resultados obtenidos para , 
Al referirnos a los resultados obtenidos por otros autores, 
los daremos en forma de aflatoxina total en suero y cuajada, 
pues en general, a igual relaciôn de peso, el reparte de
séria 1/1 (213).
La distribuciôn de af1atox i na en suero/cuajada encontrada
por nosotros f ue de 65.92/21.78 para el lote 1, y 68.1/21.34 
para el lote 2 , viniendo establecida esta pequena di ferencia 
por las distintas pérdi das que se producen durante el proceso 
de elaboracion, que fueron ligeramente superi ores para el
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lote 2.
Estos val ores son si mi 1 ares a los descri tos para el queso 
Ricotta: 74/30 (355) y 70/30 (Wilson y Hayes citado en 11);
se trata de un queso blando, precipitado con bacteri as
aci do-1âcti cas + cal or, con un pH elevado (5.9-6) y una
cuajada pequena y granular.
Val ores de recuperaciôn de aflatoxina superiores en suero
con respecto a la cuajada han sido descri tos en queso 
Cottage: 71/40 (355), 86/14 (350), y en queso Blanco: 61/39
(401).
En la literatura aparecen resultados muy dispares, que quedan 
reflejados en los 2 extremos, aquél que détecta aflatoxinas
unicamente en la fracciôn caseinica (7), y por otra parte el
que la détecta solo en el suero (283). Entre estos polos, se 
han 1 do descri bi endo val ores i ntermedi os, como los ci tados 
anteri ormente, que muestran inclinacién de eflatoxina 
hacia el suero. En la tabla IV.3 se puede apreciar un listado 
de los datos obtenidos por distintos autores en experienci as 
de este tipo.
En cistintas clases de queso se ha descrito distribuciôn 
homogènes de entre suero y cuajada: Col by, Cheddar y Swiss
(355), Cottage (110, 177, 355), Queso Blanco (355), Tilsit
(178), Ba):er (401), Gouda (379).
Val ores superiores en cuajada se han descrito en Queso Fresco 
y Camembert (178) y en Cottage (228).
Tabla IV.3 .- Distribuciôn de aflatoxina en suero/cuajada durante la 
elaboraciôn de distintos tipos de queso
Tipo de
Distribuciôn
aflatoxinas
suero/cuajada
Pérdidas en 
aflatoxinas
Enriquecimiento 
cuajada 
en aflatoxinas
Autores
Cottage 0 / 100 - . Allcroft y Carnaghan, 1963
Cottage 20 / 80 50 î -
McKinney et al., 1973
Cottage 100 / 0 58 : -
Purchase et al., 1972
Cottage 50 / 40 10 : 2.5 eces
Grant y Carlson, 1971
Ricotta 70 / 30 - -
Wilson y Hayes, 1973
Colby
Cheddar
Swiss
50 / 50 - -
Cottage short 71 / 40 - - Stubblefield y Shannon,
Cottage -long 47 / 45 - -
1974
Oueso Blanco 53 / 44 - -
Ricotta 74 / 30
Cottage 86 / 14 20 î •
Stoloff et al., 1975
Tilsit
Camembert
46.2/ 47.5 
41.7/57.2
1 - 6 : 3.2-3.7 veces
Kiermeier y Buchner, 1977
fresco 38.5/59.4 - -
Cottage 44.4/50.7 - -
Kiermeier y Buchner, 1977
Gouda 53 / 47 0 % 4.4 veces
Van Egmond et a l ., 1977
Camembert
60 / 45 
4 0 / 5 5  •
0 -  1 0 : -
fremy y Roi land, 1979
Cottage 50 / 50 0 i 3 . 5 - 5  veces Stoloff et el .. 1981
Brick
Limburger - ■ 1.7 veces Brackett et al., 1982
Ra-tnesano 
Mozzarella
- ■ 5.6 veces 
B.l veces Brackett y Marth, 1962
Cheddar - - 4.3 veces Brackett y Marth, 1982
Cottage 45 / 55 - 2.76 veces Finoli et a l ., 1963
Oueso Elanco 
Bake-’
61 / 39 
45 / 55
- 2.84 veces
Wiseman y Me-th, 1963
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Para expli car estas aparentes contradicciones entre los 
val ores dados por di versos autores se han barajado una seri e 
de -factores que podrian in-f luir en los resul tados obtenidos, 
entre los que cabri a citar:
- El proceso de -f abri caci ôn del queso puede resul tar muy 
importante (122).
- Técnica anal i ti ca de extracci ôn de a-f 1 atox i nas ; Los 
sol ventes de extracci ôn uti1i zados en el método analiti co 
pueden contribuir a la obtenciôn de resultados variables
<350). Concretamente, McKinney y Cavanagh (227) encuentran 
una distribuciôn suero/cuajada de 25/75 con un método de
extracci ôn, y utilizando otro distinto, sobre los mismos 
substratos, la distribuciôn resultô ser 60.4/39.6.
- Metodologia seguida en cuanto al sistema de detecciôn 
de aflatoxinas escogido puede ser importante (339).
Tipo y grado de contaminaciôn de la leche: Llevando a 
cabo la misma experi enc i a, Purchase et al. (283) y Stoloff et 
al. (350) encontraron resultados dispares por cuanto los 
primeroE uti1izaron un grado de contaminaciôn 1-2 veces 
superior. Esta también fue estudi ado por Fremy y Roi land 
(122), que descri ben claramente la dependenci a de la
distribuciôn de M^  en suero respecto al grado de
contami naci ôn de la leche: 64.5'/. cuando la contami naci ôn era
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7.5 fAQ/L, Y 42.3% con 0.3 pg/L. También es importante el que 
se trate de leche natural o artifici al mente contami nada.
- Diferencias entre la leche utilirada; Puede influir la 
distinta alimentaciôn, historia sanitaria de los animales, 
etc.
- Tratami ento de los resultados: En ocasi ones no se hace 
referenci a a la relaciôn de peso entre suero y cuajada, o 
bien no se hace referenda a la af latoxina perdida (177) .
- La presencia de pequenas porciones de cuajada en el 
suero que pueden contener una al ta concentraciôn en pueden 
al terar considerablemente los resultados (40). Asimismo, debe 
tenerse en cuenta que pequenas porciones de suero suelen 
quedar atrapadas en la cuajada (350).
- Parece ser que no existe relaciôn entre el reparto de 
y la cantidad de cuajo anadido o el tiempo de cuajado
(177). En cambi o, si estaria influido por la temperatura. 
K.iermeier y Buchner (177) encontr aron que de 25 a 50 *C la 
distribuciôn cambiaba de 42.5/57.5 a 54.3/45.7, con elevada 
pérdida de (35%) a 50 * C. Esto en la practice no tiene
excesi va i mportanci a, pues en la mayoria de 1 os quesos la 
temperatura de cuajado es 26-35* C, es decir, con una 
var1 ac1ôn minima. Tampoco encontraron di ferenci a entre 
cuajado por cuajo o por la acciôn de éci do.
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- En general, la distribuciôn de en suero/cuajada viene 
determi nada por la i nsolubi1i dad de las aflatoxinas en grasa 
y la adsorci ôn de estas toxinas a la cuajada (346, 351).
Las pérdidas en aflatoxinas encontradas en el proceso de
elaboraciôn del queso Madurado son muy si mi 1 ares para 1 os 2 
lotes estudiados, y 1o mismo sucede con el grado de 
enriquecimiento de la cuajada en aflatoxinas con respecto a
la leche de parti da contami nada.
Las pérdidas de aflatoxinas B y M^  pueden consi derarse
normales, rondando el 107.J Sorprenden las pérdidas descr i tas 
para af 1 atox i na G .en ambos lotes (31.43 y 29.B3 7.), que 
oarecen indicar una mayor 1abi1i dad de este tipo de 
aflatoxinas, que serian afectadas por los procesos 
enz1méticos y de acidificaciôn que se producen durante la 
f ormaciôn de la cuajada. También, y dados los sorprendentes
resultados encontrados en cuanto a la i nf1uenci a del madurado 
y refr1geraci ôn, podria hablarse de una especie de 
"secuestro" de las aflatoxinas G en el queso, como
comentaremos mes adelante. A este respecto, para la 
af 1 atox m a  M^  se ha descrito que podria existir una uni ôn con 
caseina que haria disminuir la ef i cacia de su extracci ôn del 
queso.
Al igual que comentamos para la distribuciôn de aflatoxinas 
en suero/cuajada, en el caso de pérdidas de aflatoxinas 
durante el proceso de elaboraciôn, asi como en el
enriquecimiento de la cuajada, no se han descrito en la
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literature experi enci as con aflatoxinas distintas de , con
1o que nuestra discusiôn debe 1i mi tarse a esta toxina.
La mayor 1 a de los autores dan unas pérdidas de af latoxina M., 
durante el proceso de elaboraci on de los distintos tipos de 
queso précticamente inaparentes, rondando el 10%, ci fra 
considerada normal (122, 132, 177, 178, 355). Fremy y Roi 1 and 
(122) detectan en la sal muera donde habia sido i ntroduci do el
queso un 6% de la M., medida en el mismo, 1 o que supondr i a una
expli caci6n a 1 as posibles pérdidas habidas durante el
proceso de elaboraciôn. Kiermeier y Buchner (178) también 
atribuyen a la operaci ôn de sal ado una pérdida de un 13% de 
aflatoxina en quesos Camembert y Tilsit.
Otros autores (228, 282, 283) dan pérdidas muy superi ores.
del 20 al 50 %, 1o cual es probablemente achacable a la
utilicaciôn de técni cas analiti cas que no permi ten la
recuperaciôn de la cantidad total de présente.
El enriquecimiento en aflatoxinas del queso con respecto a la 
leche de parti da présenta val ores si mi 1 ares en los 2 lotes 
para (2.137 y 2.3 veces), super i ores en el lote 1 para
af1atox1na B (3.076 y 2.57 respectivamente), y superiores en 
el lote 2 para G (1.875 y 2.83).
Estos val ores obtenidos por nosotros son si mi 1 ares a los 
descritos para Cottage: 2.76 (110), 2.5 (132) y Queso Blanco: 
2.84 (401).
Considérâmes que el grado de enriquecimiento es un valor 
dependiente del tipo de queso, y viene determi nado en primer
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lugar por la distribuciôn de aflatoxinas en suero/cuajada, y 
también por la pérdida de agua durante el cuajado. La 
dependenci a del queso viene dada por los distintos resultados 
descritos; as!, para queso Brick y Limburger se ha descrito 
un enriquecimiento de uni camente 1.7 veces (40) debido 
seguramente al proceso de lavado que se lleva a cabo en 1 a 
cuajada. En cambi o en Mozzarel1 a llega a 8.1 veces (43). Para 
la mayor1 a de los autores el grado de enriquecimiento se 
situa entre 3.5-5 veces (41, 178, 351, 400), aunque en
algunos quesos, como hemos indicado anteriorente, se puede 
1legar a 7.9-8.3 veces (13).
Debido a este enriquecimiento de la cuajada, ya dedujeron 
McKinney et al. (228) que debia existir algun tipo de uni ôn M^  
a caseina; Allcroft y Carnaghan (7) supusieron que mas que 
union debia tratarse de un proceso de adsorciôn de M^  a la
caseina. En cambi o para Stubblefield y Shannon (355) esta
uni ôn no exi sti rfa, y si existe 1o séria en grado minimo.
Hoy dia, para la mayor parte de los autores queda claro que 
el hecho de que la mayor la de la aflatoxina M^  quede en la 
cuajada si gnifica afinidad M^-caseina (11, 32, 42, 132, 177, 
346, 400).
Esta afinidad se ha i ntentado demostrar por vari os medios:
Kiermeier y Buchner (178) demostraron la afinidad de M^  
hacia caseina y proteinas del suero por precipitaciôn de las 
mismas con acido léctico y aci do sulfosaii ci 1i co, aunque no 
determinaron en que podia consistir esa union.
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Applebaum et al. (10) colocaron leche ul tra-f i 1 trada con 
aflatoxina puesta en diali sis de equilibrio con leche
ultraf 1 1 trada •*- caseina; tras 24 h a 7*C la porcion con
caseina conteni a 2.5-2.9 veces mâs . También trataron leche
natural mente contami nada con un enz i ma proteolitico, 
resul tando que un 30.77. mas f ue recuperada en leche
tratada que en no tratada.
Brackett y Marth (42) describieron que efecti vamente 
existe esa union M^  -caseina, pero que también existe un 
limite de la cantidad de M^  que se puede unir. Esto 
expli carla por qué la cantidad de toxina recuperada di sminuye 
con el 1ncremento de concentraci6n de la misma, como habia 
sido demostrado prâcticamente por Fremy y Roi 1 and (122).
Fara Brackett y Marth (41) puede deducirse que M^  no esta
un i d a covalentemente a la caseina, toda vez que puede ser 
extraida; intuyen que M^  podria estar uni da por interacciones 
hi drofobi cas con la caseina.
Blanc et al. (32) demostraron la afinidad M^-caseina por
presiôn, centrifugacion y acidificaciôn de leche contami nada, 
conf i rmando por estos métodos diverses grados de
enriquecimiento de la cuajada. En cambi o , aplicando 
proteolisis no encontraron diferencia en M^  entre 1 as 
muestras de leche y caseina tratadas y no tratadas con 
pepsina y pancreatina. For fraccionamiento de las proteinas 
1actosér1 cas sobre Sephadex no detectaron M^  en las porciones
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de Inmunoglobulinas, Lactoglobulinas y Lactoalbûminas; solo 
détecta en 1 a -fracciôn de Nitrôgeno no proteico. De todos
estos estudios, los autores deducen que existe una cierta 
afinidad -caseina. Es posible que el grupo hidroxilo en
posiciôn 4, asi como los grupos ceto y lactona, consti tuyan 
zonas reactivas, permi tiendo por medio de puentes de 
Hidrôgeno, la union a algunos ami noaci dos de la caseina y 
proteinas 1actoséricas, e incluso péptidos y aminoaci dos 
libres. Podria ser también que fuerzas de cohesion de tipo 
Van der Waals sean responsables de esta combi naci ôn.
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IV.7.e. Influencia del proceso de maduraciôn sobre las 
aflatoxinas présentes en queso Madurado
Los resultados obtenidos, tanto en el lote 1 como en el 2,
muestran estabi1i dad a 1 os 60 dias de madurado para 1 as
aflatoxinas B y M^  , con 1igeras osci1aciones. Como en el 
apartado anterior las aflatoxinas G const i tuyen la excepci ôn, 
por cuanto en el lote 1 al final del peri odo de madurado se 
observa un i ncremento considerable, del 133%, mi entras que en 
el lote 2 se aprecia una 1i géra disminuciôn, recuperândose un 
86.5% de las présentes en cuajada. No se apreciô ninguna
diferencia entre porci ôn interna y externa del queso.
La mayor parte oe los autores ci tan la estabi1i dad de la
af1atox1na M^  durante el madurado de distintos tipos de
queso, con las 1i géras osci1aciones apreci adas también por
nosotros, que se traducen en general en una 1i géra 1i beraciôn
de la toxina (32). Asi, se ha descrito esta estabi1idad
durante el madurado de 1 os quesos Camembert, Tilsit y fresco
(178), Gouda (379), Brick y Limburger (40), Parmesano (43), 
Cheddar (4i).
A di ferenci a de 1o descrito por nosotros, Kiermeier y 
Buchner (178) encuentran en queso Camembert una diferencia en 
el conteni do en aflatoxinas en el interior y en la cortez a, 
motivada por el 13% de pérdidas que se producen en 1 a zona 
externa durante el salado, y que se mantiene a 1o largo de
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toco el madurado. Por contra, en queso Tilsit detectan un 217. 
mâs de en la zona externa con respecto a la interna, que
achaean a la pérdida de agua produci da en esa zona externa: 
en este caso, si se détermina por conteni do de masa seca, 
el resultado séria el mismo para ambas zonas.
Fremy y Roi 1 and (122) en queso Camembert descr i ben una 
disminucion de durante el madurado, tanto mâs fuerte
cuanto mâs débil fue el grado de contaminaciôn; en cambi o, 
cuando la af1atox i na se marca con c'^  , la acti vi dad de este C^* 
permanece inalterable durante el madurado.
Las 1i géras osci1aciones que sufren las aflatoxinas durante 
el madurado de los quesos han sido achacadas a di versas
causas por distintos autores:
- 5e puede producir disminuciôn de aflatoxinas por la 
acciôn de diverses microorganismos que pueden estar présentes
en el queso <40, 76, 179). Para otros autores los cultives
starter no inf1uenciari an para nada el contenido en 
aflatoxinas (377).
- Desde el punto de vista analiti co debemos tener en
cuenta las dificultades para la extracci ôn de aflatoxinas en 
queso por su gran conteni do en grasa, la acciôn de los 
diferentes productos de maduraciôn y su propi o tamano (41,
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170) .
- Procesos de degradaciôn quimica o enzimâtica que tienen 
lugar durante el madurado del queso (175, 330). Si
consi deramos una union —caseina por interacci ones
hi dro-f obi cas, por la proteolisis se puede llegar a la 
ex 1 stenci a de menos areas hi dro-f obi cas de las mi cel as de 
caseina. Por la lipolisis, aumentan los âcidos grasos, que 
pueoen ejercer un e-fecto detergente sobre las uni ones 
hidro-fôbicas de la caseina. Todo esto puede hacer que 1 a 
sea mas ex trai ble (41).
- Cuando el queso es blando (o se encuentra en sus 
primeras -fases de maduraciôn) se détecta menor cantidad de 
a-f latoxinas por que tienen menor masa seca, con 1 o que con el 
pasD del tiempo va incrementando el conteni do en de la 
masa seca (40, 178, 184),
- se puede encontrar en leche y queso de -forma 
combinada y ser detectable cuando madura el queso a través de 
la r up tur a de esta union. La -forma combinada de es soluble 
en agua y no puede ser extraida con cloroformo; se puede 
determinar de nuevo después de hi droli si s alcali na o 
enzimatica (178).
- Los péptidos producidos durante la proteolisis pueden 
ser responsables de la destrucciôn parcial de las aflatoxinas 
(40, 136). Como consecuencia de esta proteolisis, se produce
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êmoniaco, que eleva el pH y puede ocasionar degradacion de 
1 as ë-f 1 ato>;l nas (40, 403).
El conjunto de estes factores pueden hacer inclinar la 
recuperaci 6n de las af1atoxinas en une u otro senti do, si 
bien parece évidente que en un grade no excesi vamente 
elevado.
Debido a estas osci1aciones, Brackett y Marth (43) concluyen 
que no se pueden comparer 1 os resultados en M^  obteni dos en 
diferentes momentos del madurado.
IV.7.f. Influencia del almacenamiento en refrigeracion sobre 
las af1atox i nas présentes en queso Madurado
En estos estudi os se obtuvieron resultados dispares para lote 
1 V 2, quira debido a que para el lote 1 se hiro distincion 
entre porci on interna y externa del queso, 1o que no se tuvo 
en cuenta para el lote 2.
* LOTE 1: Para la af1atox ina B se obtuvieron
recuper aci ones 1 i geramente super i ores en porci<5n interna que 
en externa a 1 os 15 y 30 dias, a la vez que va disminuyendo 
paulatinamente su recuperaci 6n con respecto a la i ni ci al ; a 
1 os 60 dias, la recuperaci6n en la porciôn interna vuelve a 
ser del 100'/.. mi entras que en la externa se queda en un 60%.
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lo que podr1 a had 1ar de una poslble di fusi 6n de af1atoxi na B 
desde la capa exterior hacia capas internas.
En cuanto a , a los 15 dias la recuperaci6n es superior en 
la porcion interna, para ser superior en la externa a los 30 
dias. A los 60 dias no se apreci a di ferenci a entre porci ôn 
interna y externa, con una recuperacion 1igeramente superior 
al 100% (116.9). ,
Mas di f1 ci 1 es de interpretar son los resultados
correspondi entes a las af1atox i nas G, con osci1aci ones 
ostensibles durante el madurado, que llegan a su culminaci on 
en el dia 60, obteniendose una clara diferenci a entre porci ôn 
interna y externa, con valores absolutos si mi lares a los 
obtenidos pare af1atoxina B, lo cual sorprende por cuanto por 
ejemplo en el caso de la porciôn interna représenta un 
incremento del 266%. En este punto debemos recorder las 
eievadas pérdi das de af1 atox inas G encontradas durante el
proceso de elaboraci on, y la teoria de que si en vez de 
perdi das real es fueran "secuestros", daria una mâs facil
explicaciôn en este punto al haberse produci do una 1i beraci ôn 
de esa af1atox i na que habia permanecido hasta entonces 
"secuestrada". Asi, si por ejemplo para el lote 1 suponemos 
unas pérdidas del 10% en vez del 31.43%, con una di stribuciôn 
en cuejada del 30% en vez del 19.11%, lo que equivaldria a 
4.7 ^ig/Kg, que es lo que tendr i amos que tomar como 100%. Este 
supondr1 a que 1 os 4.B pg/Kg detectados en la porciôn externa
tras 60 dias en refrigeraciôn significarian aproximadamente
una recuperaci ôn de poco mas del 100%, y 1 os B ^g/Kg de la 
porciôn interna signif i cari a una recuperaciôn del 170% de la
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af1atox i na i ni ci al , un valor considerable pero no tan elevado 
como ese 266% tan dificil de expli car de otra forma que no 
sea esta.
* LDTE 2: Los resultados son mas homogéneos en este 
lote, con osci1aci ones mucho mas ligeras de lo que ocurre en 
lote 1. A los 90 dias de almacenamiento en refri geraci on las 
recuperaciones para todas las af1atoxinas son superiores al
100%
En estos estudi os valdria lo apuntado en el caso de la 
influencia del madurado, acerca de las distintas causas que 
pueden traducirse en osci1aci ones de las af1atoxinas que van 
sienoo recuperadas durante la refrigeracion.
A pesar de estes osci1aciones, y de 1 as en cierto modo 
sorprendentes recuperaciones de af1atoxinas que se producen 
en algunos casos (sobre todo en G), se puede concluir la 
estabi1i dad que presentan 1 as af1atox i nas en el queso
Madurado, tanto tras su madurado como durante su
aimacenamiento en refrigeracion hasta 90 dias.
Con respecto a estos estudios, si di sponemos de datos
referentes a las af1atoxinas B y G , permaneciendo astables 
tras 4 semanas a 20*C en queso fundi do (183), al igual que en 
queso Swiss durante 168 horas a 5*C (200).
Con respecto a M^  ,1a mayor parte de 1 os autores describen 
resultados si mi 1 ares a los nuestros en cuanto a estabi1i dad
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de esta af1atox i na tras almacenami ento de diferentes tipos de 
queso: Gouda, 6 meses (379), Cottage 2 semanas (13), Brick y
Limburger, 26 semanas (40), Mozzarella, 19 semanas (43), 
Queso para fundir, 8 semanas (41), Queso Blanco, 2 meses y 
Bakers 1 mes (401). En todos estos casos aparecen ligeras 
osci1aciones en los valores recuperados, como ya hemos
comentado en el estudi o de 1 a influencia del madurado, y en
general se percibe un ligero incremento de la af1atoxina 
recuperada, como consecuencia de la disminucion del extracto
acuoso del queso y de la mejor capaci dad de extracci ôn de las
toxinas.
En cambio, en leche, diverses estudi os de la estabi11dad de M^  
en refr1geraciôn, hablan de una disminuciôn de su conteni do 
(92, 96, 180, 228). Esta disminuciôn ocurre mas rapi damente
en leche contami nada de forma natural que en la contami nada 
artif1 Cl al mente (180).
Por contra, otros autores describen la estabi1i dad de M^  en
1eche:
Stoloff et al. (350) très almacenamiento a 4*C-17 dias en 
leche contami nada artificial mente.
Patterson et al. (260) tras 21 dias a 4»C en leche con
metabisulf1 to sôdico.
Applebaum et al. (10) en leche desnatada y suero de
mantequer1 a tras 4 meses.
Blanc et al. (32) tras 10 meses a 20"C aumenta la M^  mas
del 50%;
Malin (213) tras almacenamiento a 4-10®C durante 24—48h.
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También ha si do descri ta la estabi1i dad de en mantequilia 
(10) y margarina (400), en ambas tras 1 mes de refrigeraciôn.
En cuanto a las af 1 atox i nas y G,, , el péri odo max i mo de
almacenamiento a que se ha descri to estabi1i dad es tras 6 
meses en mantequilia asada de cacahuète (388), y 2 anos en 
harina y mantequilia de cacahuète (25).
Las diferenci as encontradas entre lote 1 y 2, 
fundamental mente en la influencia del almacenamiento en 
refrigeraciôn, como ya hemos indicado antes, pueden ser 
atribuibles a la no distincion entre porciôn interna y 
externa en el caso del lote 2.
IV.7.g. Influencia del almacenami ento en congelaciôn sobre 
las af1atoxinas présentes en queso Madurado
Tanto para lote 1 como para lote 2, de 1 os resultados 
obtenidos se puede deducir la estabilidad de las af1atoxina 
durante el almacenamiento del queso en congelaciôn, con 
recuperaciones iguales o 1i geramente superi ores al 100% tras 
60 y 90 dias.
Las OSCI1aciones en la recuperaci ôn pueden ser achacadas a 
los fenômenos producidos durante el proceso de descongelaci on 
1 enta. Quica puedan parecer un poco elevadas las
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recuperaciones obteni das para af1atox i nas G y en el lote
1, y para y M en el lote 2.
Estos resultados, que muestran la estabi1i dad de las 
af1atox1nas en queso congelado, los consideramos de gran 
interés, mas que por tretarse de un proceso industrial normal 
del queso, por cuanto que en muchos laboratorios de analisis 
de mi cotox m a s  es norma usual el congel ado de 1 as muestras 
para poder ir procesândolas a 1o largo de un tiempo (180).
Nuestros resultados coinciden con los de otros autores. Asi, 
Stoloff et al. (350) no encontraron una disminucion
significativa en tras 68 dias de manteni mi ento de leche
naturalmente contaminada en congelaciôn; a los 100 y 120 dias 
descr1 ben pérdidas del 25 y 45 % respecti vamente.
Kiern-.eier y Mashal ey (180) encontraron estabi 11 dad de 
y Mg en leche tras 90 dias a -32*C.
Wiseman y Marth (401) describen estabi1idad en dos tipos de 
queso: Bianco y Balers, tras 2 meses en congelaciôn.
Dentro de otros productos lacteos, se ha descrito esta 
estabi1i dad en helado tras 8 meses en congelaciôn (402). 
Estos mismoE autores descr i ben un incremento en durante la
fabricaciôn de granirado.
Wiseman y Marth (400) descri ben que permanece estabie
durante 2 meses en margarina.
V. C O N C L U S I O N E S
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PRIMERA
De la extensa revision bibliogrâfica del tema objeto de la
présente Tesis Doctoral se infiere la necesidad de reali = ar
aportaciones que aclaren di versos puntos oscuros referentes a 
la formaciôn de af 1 ato>; i nas en los der i vados lacteos 
fermentados (yogur, queso), ex i sti endo independientemente de 
1 os aspectos basicos de la i nvestigaci ôn importantes
cuesti ones de orden apiicati vo en relaciôn con la
problemati ca sanitaria y de control ali mentan o.
SEGUNDA
La presencia de aflatoxinas en le fase acuosa de los 
deri vados lacteos esta influida por el pH, y résulta 
favoreci da por la al calini dad.
Basanoonos en este hecho hemos llevado a cabo la descri pciôn 
de una Tecnica de anali si s de af1atoxinas en leche v 
productos lacteos con muy aceptables caracteristices de 
sensibilldad y recuperaciôn, asi como economia y rapide:.
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TERCERA
El anali si s de muestras de leche comercial procédantes de la 
cona Norte de Espana mostrô un moderado conteni do en
af1atox i na en las mismas, si n una clara distri buci ôn
estacional de 1 as muestras positivas. Dos de las muestras 
anali:adas sobrepasaron el limite legislativo vigente en 
Suiza (0.05 ppb), pais ejemplo de control alimentario.
:UARTA
El yogur constituye un buen substrato para la producciôn de 
af1atox1 nas, aunque el désarroi 1o de la cepa af1atoxicogénica 
por lo general ocasiona una al teraciôn del mismo, que 
alertar1 a al consumidor de los riesços de su ingestiôn. Sin 
embargo, eventual mente las al teraciones organolépticas pueden 
resultar inaparentes.
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QUINTA
Si el sell ado del yogur se produce IB horas despues de 1 a 
contanu nacion con la cepa aflatoxi cogéni ca, o la tapa sufre 
una alteracion que permi ta la ai reacion del producto, se 
produce creci mi ento del hongo y consi gui ente producci on de 
af1atox i nas. En ningûn caso hubo produccion de aflatoxinas 
cuando el yogur se almaceno a temperature inferior a 10*C.
SEXTA
A I d  largo de los estudi os de producc i on de af1atox i nas sobre 
yogur no se ha encontrado relacion entre el peso de mi celio 
seco y la canti dad de toxina producida.
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ëmeiiMA
El crecimi ento y producci 6n de aflatoxinas por parte de
A^g&rasi_ti_çus NRRL 2999 se acompana de la di fusion de una
pi gmentaci 6n aman 11 enta, fluorescente a la luz ul travi ol eta, 
en el substrato sobre el que se désarroi la, tanto en yogur 
como en queso Madurado, siendo la pi gmentaci ôn y
f1uorescenci a mas intensas cuanto mayor es la producci ôn de
af1atoxinas.
DCTAVA
La posi bl1i dad de producciôn de af1atox i nas en queso Madurado 
entero a 15 * C uni camente es posible cuando no se encuentra 
parafinado y cuando ademas es salado en salmuera esteri1 para 
evitar el crecimiento competitive. Para la producci ôn de 
altos niveles se precisan temperatures mas elevadas. Debe 
tenerse en cuenta el papel defensive de la corteza del queso 
frente al désarroi 1o de hongos af1atoxicogéni cos.
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NOVENA
En los resul tados obteni dos sobre produccion de a-f latoxinas 
en queso Madurado en ni noun caso se detecto producci on de 
af1atoxi nas en el interior del queso, aunque si se apreci 6 en 
algunos casos difusion de toxinas a partir de la capa 
superficial, no superando en ningun caso los 20 mm.
DECIMA
A la vista oe los resultados obtenioos, se puede concluir la 
estabi1i dad de la af1atoxina M^ durante el peri odo de 
elaboracion y almacenamiento del yogur.
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UNDEÇIMA
Durante el proceso de elaboraciôn del queso Madurado, todas 
las af1atoxinas estudi adas , Bg, G ^ , Gg, M^>, aparecen en
mayor proporci ôn en suero que en cuajada (en canti dades 
absolutas). Sin embargo, en relaciôn proporci onal al peso, 
1 as mayores cantidades de af1atoxinas fueron detectadas en 
cuajada.
DUDDECIMA
A pesar oe pequenas osci1aciones, se puede afirmar la 
estabi11dad de las af1atox i nas durante el période de
madurado, refri geraciôn y congelaciôn del queso Madurado.
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